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LUST VAU DE VOORNAAMSTE GEBRUIKTE AíTCORTINGEN EN SYMBOLEN 
ATP Adenosine triphosphaat 
DCCD NjN'-dicyclohexylcarbodiimide 
d.f. (degrees of freedom) aantal vrijheidsgraden 
DNP 2,4-dinitrophenol 
F^ variantieratio, grootste variantie 5 d.f., kleinste 3 d.f. 
К Michaëlis-Menten constante 
m 
m (mean) gemiddelde 
S substraatconcentratie; significant op 5$ (tweezijdig) 
waarschijnlykheidsniTeaii 
$ niet significant op 5$ niveau 
s.e. (standard error) standaardafwijking van de steekproef 
s.e.m. (standard error of the mean) standaardafwijking van het 
gemiddelde van de steekproef 
tQ STUDENT'S t-waarde met 8 d.f. 
Tri s tri s—(hydroxyme thyl)—aminome thaan 
ν beginsnelheid van de fosfaatopname 
V maximale opnamesnelheid (V ) 
max 
VC, (<£) variatiecoëfficient; -^ 5· 100$ 
((Я) ¿ ^ юозб 
6,84(5»95-7i73) gemiddelde (m) 6,84, 95$ waarsohynlijkheidsge'bied ал 
5,95 tot 7,75 
F en t-tahellen zijn te vinden in practisch alle statistische handboeken. 
Tenzij een andere referentie is aangegeven is elk statistisch gegeven of 
elke toets te vinden in M.L.WIJVEKATE, Verklarende Statistiek, Aula 39, 
Uitgeverij Het Spectrum, Utrecht/Antwerpen, i960. 
э 
or remmers van 
INLEIDING 
De fosfaatopname door bakkersgist 
Fosfaat wordt actief door de gistcel opgenomen. De opname kan plaats vinden 
α 
tegen een concentratiegradient in . De opname is afhankelijk van het metaho-
lisme ' ' , vindt slechts plaats in aanwezigheid van een geschikt sub­
straat voor de stofwisseling » » ' en wordt dan geremd do 
het metabolisme zoals monojoodazijnzuur ' en NaF . Zowel onder aërobe als 
onder anaërobe omstandigheden wordt fosfaat goed opgenomen . 
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LEGGETT 4 OLSEN vonden dat de gistcelmembraan geheel permeabel is voor 
fosfaat, zodat de primaire opname van fosfaat onder hun condities waarschijn-
lijk passief is en alleen de inbouw van fosfaat actief. De eigenschappen van 
hun gistcel zijn echter exceptioneel; SCHÖNHERR & BORST PAUWELS ^ vonden dat 
fosfaat alleen vrij in de celwand diffundeerde. Ook door anderen ' werd 
gevonden dat gistcellen zonder actief metabolisme in het algemeen impermea-
bel zijn voor fosfaat. 
De concentratie-afhankelijkheid van de snelheid van opname vertoont een ver-
zadigingskarakter en heeft de vorm van een Langmuir-isotherm die beschre-
-I Q 
ven kan worden met een Michaëlis-Menten vergelijking ' , zoals ook bij planten 
12 
is gevonden . Bij gist die veel fosfaat bevat vindt men twee opnamemechanis-
men gelijktijdig in werking, zodat de opname-isotherm met twee gesommeerde Mi-
17 
chaelis-Menten termen kan worden beschreven . Dit is ook gevonden bij de 
24 9 
fosfaatopname door groenwieren en hogere planten . Het ene opnamemechanis-
me (type l) heeft een hoge affiniteit voor fosfaat met een affiniteitscon-
stante van ongeveer 10 M en het andere mechanisme (type 2) een lage affini-
teit met een constante van ongeveer 10 M. Deze transportsystemen hebben 




competitieve inhibitie van de fosfaatopname geeft . Arsenaat wordt echter 
niet ingebouwd 
De fosfaatopname kan bepaald worden aan de hand van veranderingen in de 
concentratie anorganisch fosfaat in het medium of aan de hand van de veran-
32 deringen in de P-activiteit. Met beide methoden worden identieke resulta-
7 Ö 
ten verkregen * . Dit komt omdat onder normale condities nauwelijks een ef-
flux van fosfaat ( r) optreedt ' , ook als de concentratie van vrij anor-
ganisch fosfaat in de gistcel betrekkelijk hoog is. 
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De fosfaatopname (type 1 en 2) wordt onder аёгоЪе condities geremd door mo­
no joodazijnzuur en door DNP ' ' ' .De remming van de type 1 opname 
onder anaërobe condities door deze stoffen en die door acetaat werd nader 
4 
bestudeerd door BORST PAUWELS 4 JAGER . De remming is van een type waarbij 
de maximale snelheid van opname V en de Michaëlis-Menten constante К beide 
m 
dalen, maar К in mindere mate, zodat de verhouding V/K daalt. Dit type 
remming is in de enzymkinetiek herhaaldelijk gevonden en kan worden beschre­
ven door een stof aan te nemen welke nodig is voor de afbraak van het enzym-
25 
substraat complex »De concentratie van deze stof bepaalt de snelheid van 
productvorming vanuit dit complex. Analoog aan de enzymkinetiek postuleerden 
BORST PAUVELS & JAGER de hypothetische stof "Y" met een dergelijke functie 
bij de fosfaatopname. Onder invloed van remmers zou de concentratie van Y 
dan dalen. Ten aanzien van de stof "Y" is er geen zekerheid. "Y" is waar­
schijnlijk niet ATP als zodanig omdat bij remming door DNP het ATP-niveau maar 
gedeeltelijk daalt, terwijl de fosfaatopname volledig geremd kan worden . 
Bovendien kan de fosfaatopname ook volledig geremd worden door acetaat, ter­
wijl het ATP-niveau nauwelijks daalt4. BORST PAUWELS & JAGER stelden twee 
hypotheses op, namelijk dat "Y" een aspecifieke anionencarrier zou zijn, ver­
gelijkbaar met de carrier die VAM DAM & SLATER bij dierlijke mitochondria 
postuleerden, of dat "Y" een hoog-energetisch intermediair is, dat bij de 
anaërobe stofwisseling vanuit ATP (dat geproduceerd is bij de glycolyse) 
wordt gevormd. Een dergelijk intermediair werd gepostuleerd door anderen op 
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grond van de remming van de anaërobe protonensecretie en de anaërobe ei-
wit- en ША-synthese door DHP en azide bij bakkersgist . Uit het werk van 
BORST PAUWELS & DOBBELMAHN bleek dat Y op de een of andere manier samenhangt 
met de inwendige OH ionenconcentratie . Deze is bij de remming van de fos­
faatopname volgens het reeds aangeduide type namelijk steeds gedaald, door­
dat DNP en de toegepaste vetzuren een daling van de cel-pH geven . Hiermee 
is een derde hypothese mogelijk, namelijk dat Y het OH ion in de gistcel is . 
Probleemstelling 
De bedoeling van dit onderzoek was meer inzicht te verkrijgen in de identi­
teit van "Y". Tot nu toe is alleen bekend dat de concentratie van "Y" daalt 
4 
als V en К van het fosfaattransport bij pH 4,5 dalen . 
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De fosfaatopname door "resting cells" is zeer gering en men kan zich afvra­
gen of dit tengevolge van een zeer laag niveau van "Y" zou kunnen zijn. In 
dat geval moet de К van resting cells eveneens laag zijn en deze К zou dan 
geleidelijk moeten stijgen naarmate het meta"bolisme op gang komt door toevoe­
ging van substraat (hoofdstuk 2). 
Verder кал men zich afvragen of "Y" wel een speciale stof is. "Y" daalt als 
de cel-pH daalt . Dit is misschien te wijten aan een of andere functionele 
groep Ъщ het fosfaattransportmechanisme, die door de pH wordt beïnvloed. In 
dat geval is het de moeite waard om na te gaan of ook de pH van het medium 
het fosfaattransport beïnvloedt en of die pH-afhankelijkheid gelijkt op de 
remming van het fosfaattransport door daling van de cel-pH (hoofdstuk 3)· 
Als Y een aspecifieke anionencarrier is met een affiniteit voor zowel het 
fosfaation als het dinitrophenolaation, mag men verwachten dat niet alleen 
2 15 
in de gistcel geaccumuleerd DKP de fosfaatopname remt , maar dat ook hoge 
concentraties van DHP in het medium, onder condities waarbij DNP vrijwel 
niet accumuleert (hoge pH), remmend werken op het fosfaattransport (hoofd-
stuk 4) · 
Onder invloed van lage concentraties boterzuur neemt V enigszins toe, ter-
wijl pas remming optreedt bij hogere concentraties . Er werd nu aan de hand 
van de К nagegaan of deze stimulering aan een toename in de concentratie 
van "Y" zou kunnen worden toegeschreven (hoofdstuk 5)· 
De vraagstelling of "Y" een hoog-energetisch intermediair zou kunnen zijn, 
werd benaderd met behulp van DCCD, een analogon van oligomycine, welke laat­
ste stof niet goed in de gistcel wordt opgenomen (hoofdstuk 6). 
Tenslotte werd nagegaan of ook het type 2 transportproces (met lage affini­
teit voor fosfaat) door de pH van het medium en door DHP of boterzuur wordt 
beïnvloed (hoofdstuk 7)· 
12 
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HOOFDSTUK 1 
MATERIAAL EN METHODEN 
De voorbehandeling van de gist bij de anaërobe fosfaatopname 
Voor de normale voorbehandeling van de gist werd een 4$ gistsuspensie 
(Saccharomyces oerevisiae (Hansen) Dekker, stam "Delft II") ongeveer een 
dag lang in 0,1 M Na-citraatbuffer pH 4»5 met 10 mM KCl onder doorborre-
ling met lucht (aè'ratie) uitgeput (opgebruiken endogeen substraat), vervol-
gens éénmaal gewassen met dit medium en verdund tot een Vfo suspensie. 
Deze suspensie werd gedurende 1 uur bij 25 С gepréincubeerd in dit medium 
in aanwezigheid van j/o glucose en onder doorleiding van stikstof. Bij stu-
dies met remstoffen werd 6 minuten extra geïncubeerd met remstof of blanco 
en daarna werd de fosfaatopname bepaald door de gistsuspensie toe te voegen 
(op t = 0 van de opname) aan een bepaalde hoeveelheid KH?P0. gelabeld met 
T1 (Philips-Duphar, Petten). De gistconcentratie bij opname varieerde van 
0,1 tot ifo. Details of wijzigingen in de voorbehandeling van de gist zijn 
steeds aangegeven bij de tabellen of de figuren. 
De bepaling van de opgenomen hoeveelheid fosfaat 
32 Uit de gistsuspensie, die met P-gelabeld fosfaat werd geïncubeerd, werd 
op (6) verschillende tijdstippen (variërend van 10 tot 40 seconden) met een 
Fortuna pipet 0,8 ml suspensie op een Schleicher &. Schuil papierfilter 
(Nr.602h, diameter 27 mm) gebracht en afgezogen. Het filter met de daarop 
achtergebleven actieve gistcellen werd gewassen met 2 χ 1,5 ml ijskoud 
aqua bidest. Bij de eerste spoeling werd de opnametijd vastgelegd. Daarna 
werd aceton op het filter gespoten om het snel te laten drogen . De droge 
filtreerpapiertjes werden op een Philips sample changer geteld met een 
"end window" Geiger-Müller buis Щ 100,sec. teltjjd. De mediumactiviteit 
werd als volgt bepaald: 0,8 ml gistsuspensie werd in een metalen bakje 
gepipetteerd, op een warme plaat ingedampt en dan geteld. Bij de berekeningen 
werden correcties aangebracht voor de dode tijd en voor de z.g. "geometrie-
factor" (mediumactiviteit en gistmonster werden bij verschillende geometrie 
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geteld). Het drooggewicht van een suspensiemonster werd bepaald. Hiervoor 
werd 10 ml suspensie aan het einde van de préincubatie afgecentrifugeerd 
en het sediment werd geresuspendeerd in een ruime hoeveelheid aqua bidest. 
Na nog een keer wassen om glucose en buffersubstantie te verwijderen werd 
aan dit sediment een druppeltje zeepoplossing in aqua bidest. toegevoegd 
en een aantal malen met aqua bidest. gespoeld, in een voorgewogen metalen 
bakje zo volledig mogelijk afgegoten en daarna ingedampt. Na weging kon 
hiermee het drooggewicht van de gist bepaald worden. De formule voor de be-
rekening van de beginsnelheid van de fosfaatopname ν uit de op het filter 
bepaalde activiteit wordt gegeven in appendix I. 
Fouten bij de activiteitsbepaling van het gistmonster 
Toevalsvariaties bij pipetteren, filtreren en tellen geven respectievelijk 
een pipetteerfout, een filtreerfout en een telfout, waarmee dus een stand-
af wrking 
aard bedoeld is, of in dit verband wat handiger, de variatiecoè'fficient 
VC = £¿£¿ 1005t (1) 
Een systematische fout wordt gemaakt doordat -een deel van de activiteit 
niet op het filter terecht komt (een aantal gistcellen verdwijnt bij de fil-
tratie) en is er de oorzaak van dat het rendement op het filter van de orde 
van 80$ is (BORST PAUWELS, mondelinge mededeling). De telfout (de vierkants-
wortel uit het aantal counts) is verwaarloosbaar bij hoge activiteit (VC bij 
10 000 counts is b.v. 1$). De pipetteerfout is relatief en VC . is dus een 
vast percentage, dat bepaald kan worden door het meten van een aantal hoge 
mediumactiviteiten met een gemeenschappelijk gemiddelde (replica); deze fout 
bleek 1 tot 2^ te zijn. De filtreerfout is eveneens relatief en VC„.. werd 
32 bepaald m.b.v. op de volgende manier verkregen replica: P-gelabeld fosfaat 
werd aan een op de gebruikelijke manier voorbehandelde gistsuspensie toege-
voegd« Na een incubatietijd van enige minuten werd de fosfaatopname volledig 
gestopt door 3 шМ monojoodazijnzuur toe te voegen, zodat een gistmonster werd 
verkregen met een hoge activiteit, welke constant bleef ("constant actieve 
gist"). Bij hoge activiteit, waarbij de telfout verwaarloosbaar is, geldt 
vc _ = с^ + VCtL (2) 
mon pip fil ч ' 
waarin VC dus de "totaalfout" is bij de activiteitsbepaling van het gist-
mon 
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monster. Deze fout was te berekenen uit een aantal replica bij de activi-
teitsmeting. De pipetteerfout werd reeds bepaald, zodat de filtreerfout 
uit (2) berekend kon worden. Deze fout was ongeveer 8%. 
Er was geen significant verschil in de activiteiten op het filter na êên, 
twee of driemaal wassen met 1,5 ml aqua bidest. 
Bij een vergelijking van een aantal verschillende Schleicher & Schuil filters 
(Urs. 598, 602h, 602eh en 1575) bleef de keuze van 602h^ gehandhaafd, omdat 
de vloeistof door dit filter snel kan worden afgezogen, het filter goed 
droogt, het grootste rendement geeft en de kleinste VC 
mon 
De verdeling van de actieve gist op het filter bleek geen invloed te hebben 
op het telresultaat. Dit kon worden vastgesteld door een aantal monsters 
met verschillende geometrie te tellen. 
De bepaling van de snelheid van de fosfaatopname 
32 In de meeste gevallen gaf de opname van Ρ door bakkersgist een lineair 
verband met de tijd te zien, als de concentratie inactief fosfaat 10 jM of 
meer was. Bij 10 )№ verliep de opname de eerste minuut lineair en bij 1 mM 
minstens de eerste 10 minuten onder condities met zowel type 1 als 2 fos­
faatopname (zie Inleiding). Het nulpunt voor de opname (het intercept met 
de Y-as op t = θ) werd bepaald door medium zonder gistcellen met bekende 
mediumactiviteit op de gewone wijze te filtreren en de activiteit te meten. 
Met een interpolatieprocedure waarbij gebruik werd gemaakt van het lineaire 
verband tussen nulpunt en mediumactiviteit kon voor elke willekeurige medium­
activiteit het corresponderende nulpunt berekend worden. Deze nulpuntsbepa­
ling werd voor elk experiment afzonderlijk uitgevoerd. De waarde van deze 
nulpuntschatting werd nagegaan door deze nulpunten, die bij 25 С zonder gist 
bepaald waren, te vergelijken met nulpunten bepaald bij 0 С met gist. Bij 0 С 
vindt er praotisoh geen opname plaats gedurende de eerste paar minuten. Het 
niveau van activiteit dat de monsters te zien geven, geeft de waarde van het 
nulpunt. Er bleek geen significant verschil te bestaan tussen de nulpunten, 
bepaald met deze verschillende methoden, zodat de voorkeur gegeven werd aan 
de handigste methode (zonder gist). 
Bij een betrouwbaar nulpunt en een goed aangetoonde lineariteit van de opna­
me kan de helling van de opnamegrafiek het meest nauwkeurig worden berekend 
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d.m.v. regressie door het nulpunt. De meest aangewezen methode hiervoor is 
gewogen regressie-analyse omdat bij hoge acLiviteit (waarbij de telfout geen 
rol speelt) de fout in do bepaling van de opgenomen activiteit relatief is; 
de standaardafwijking is dus een vast percentage van het gemiddelde. De we-
ging bij de regressie-analyse houdt daar rekening meo. Op deze manier werd 
de richtingscoëfficient en de standaardafwijking daarvan voor de opnamegra-
fieken berekend. Met behulp van de standaardafwijking kon een gewichtsfactor 
voor ν berekend worden, die gebruikt werd bij verdere analyses. De afleiding 
van de gewogen regressielijn door het nulpunt is gegeven in appendix I. 
Met het beschikbare experimentele materiaal werd in enkele gevallen nagegaan 
of het soort regressie-analyse van invloed was op de berekende v's en de 
daaruit afgeleide Michaè'lis-Menten kinetiek (Hofstee-plot , ν tegen v/s). 
De richtingscoëfficient van elke opnamegrafiek en daarvan afgeleid ν werd 
berekend met 
1) gewogen regressie door het nulpunt 
2) ongewogen regressie door het nulpunt 
3) gewogen regressie door het gemiddelde 
4) ongewogen regressie door het gemiddelde (dat is de "normale" routine 
regressie—analyse) 
De Hofstee-plot bleek niet wezenlijk beïnvloed te worden door de regressie-
analyse. Alleen de spreiding van de punten in de Hofstee-plot bleek te ver-
schillen; bij regressie door het gemiddelde was deze het grootst. Dit komt 
omdat daarbij de, in de opname aanwezige, informatie verdeeld.wordt over een 
schatting van de richtingscoëfficient en een schatting van het gemiddelde 
(uit welke beide het intercept wordt afgeleid), waarbij deze afzonderlijke 
schattingen dus aan nauwkeurigheid verliezen. Bij gewogen regressie door het 
nulpunt bij de opnamegrafieken was de spreiding van de v—waarden in de Hofstee-
plot het kleinst. De schatting van de ene parameter — de richtingscoëfficient 
in de opnamegrafiek - kan vrij nauwkeurig zijn omdat alle informatie aanwezig 
in de bepaalde activiteiten voor deze ene schatting gebruikt wordt, bovendien 
wordt bij deze schatting nog rekening gehouden met de relatieve fout in de op-
genomen activiteit, zodat geen storing optreedt door de toenemende absolute 
fout bij hogere activiteit. In een enkel geval waren geen betrouwbare nulpun-
ten voorhanden en werden de v—waarden berekend uit gewogen regressie-analyse 
door het gemiddelde. Bij aangetoonde lineariteit van opname en betrouwbare 
nulpunten was een gecomprimeerd proefschema mogelijk voor de experimenten met 
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type 1 en 2 opname. Statistisch gezien was een dergelijk schema noodzakelijk 
om resultaten te verkrijgen, die homogeen en nauwkeurig genoeg waren om een 
verdere analyse mogelijk te maken (langere proeftijden met meer afzonderlijke 
gistsuspensies e.d. geven meer spreiding). Er werd "bij dit schema een reeks 
van standaardconcentraties fosfaat gebruikt. De opnames Щ 1 en 3 р№ fos­
faat werden elk binnen de 40 seconden (6 meetpunten) uitgevoerd. Bij de op­
names bij 10, 30, 100, 300, 1 000, 3 000 en 10 000 )M werd de gistsuspensie 
eerst bij alle concentraties ingepipetteerd en pas daarna werd bij elke con­
centratie de opname afgewerkt. Deze serie werd in ca. 8 minuten (elke con­
centratie б meetpunten) afgewerkt. In een aantal gevallen werd een afbui­
ging van de opname binnen 40 seconden gevonden Ъц 1 en 3 p№ en ook bij de 
concentraties lager dan 10 μη (dat is ongeveer gelijk aan de К ) die gebruikt 
werden bij experimenten over de type 1 opname met ifo gist. Hierbij had het ge­
zien de opzet van deze experimenten voordeel om de fosfaatopname niet bij la­
ge gistconcentratie te bepalen maar bij 1%. Dan kon namelijk dezelfde suspen­
sie gebruikt worden voor de bepaling van de fosfaatopname, het ATP-gehalte 
en de cel-pH. Bij substraatconcentraties die ver genoeg onder de К liggen, 
kan de Michaëlis-Menten vergelijking benaderd worden door de formule voor 
een eerste orde reactie met snelheidsconstante V/K . Er werd nagegaan of 
aan de kromme opnames een eerste orde opname kon worden aangepast. De aflei-
ding van de gewogen regressie—analyse bij eerste orde opname (door het nul-
punt) is gegeven in appendix I. Uit de berekende snelheidsconstante voor de 
eerste orde opname en het verzadigingsniveau daarvan kon weer de richtings-
coëfficient op t = 0 worden berekend (en hieruit v) met standaardafwijking. 
In twijfelgevallen werd behalve de eerste orde aanpassing ook de elders be-
sproken gewogen lineaire regressie-analyse door het nulpunt uitgevoerd. In 
dergelijke gevallen werd de aanpassing met de kleinste residuele standaard-
afwijking (een maat voor de restspreiding van de meetpunten om de regressie-
lijn) steeds voor de verdere berekeningen gebruikt. De tot nu toe besproken 
berekeningen en statistische analyses werden uitgevoerd met een EME electro-
nische rekenmachine met progxammeereenheid (Digicorder). De verdere analyses 
van de v-waarden werden uitgevoerd met de IBM 36O/5O computer van het Uni-
versitair Reken Centrum te Nijmegen. 
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De verdere analyse van do v-waarden 
Voor de Derekening van Y's en К 's uit de v-waarden werd gebruik gemaakt 
van het programma van CLELAND dat werd aangepast aan het gebruikte com­
putersysteem. Er werd een WATFIV programma van gemaakt, uitgebreid met en­
kele bijzondere faciliteiten en controles. Het programma van CLELAND maakt 
gebruik van de non-lineaire regressie-analyse volgens Gauss-Xewton en be­
rekent 1 V en 1 X , Doide met standaardafwijking. Het programma kan omge­
werkt worden, zodat elke niet-lineaire functie aangepast kan worden en de 
nodige parameters mot standaardafwijking berekend kunnen worden. Een toe­
lichting op het programma van CLELA1CD wordt gegeven in appendix I. 
Voor de analyse van de experimenten over de type 1 en 2 fosfaatopname werd 
het GLElAKD-prograjnma uitgebreid, zodat V en К voor de type 1 en 2 opname 
konden worden berekend. Bij andere analyses (o.a. de pH-studies, hoofdstuk 3) 
werden ook andere functies met succes aangepast. De berekende V en К waar­
den met standaardafwijking werden bij studies met remmers gebruikt voor sta­
tistische toetsen op het inhibitiotype, welke in appendix I worden besproken. 
De bepaling van de cel-pH 
2 
Hiervoor werd de methode van BORST PAUWELS & DOBBELKAMN gevolgd. 
Meting van de glycolyse 
De gewone manometrische methode (Warburg) werd gebruikt om de anaërobe CO -
productie te bepalen. Door de vaatjes en manometers werd van tevoren stik-
stof doorgeleid. De gistconcentratie was 0,2%. Eventuele toevoegingen ge-
schiedden via het zijvaatje in een volume van 0,2 ml medium dat met de 2 ml 
in het hoofdvat werd gemengd. 
De ATP-bepaling 
q 
ATP werd na extractie uit de gist bepaald met een luminescentie-methode , 
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waarbij het te bepalen ATP de nodige energie levert voor het luciferine-lu-
ciferase systeem afkomstig van de vuurvlieg en de lichtimpulsen geteld wor-
den met een scintillatieteller (Tracerlab). Deze methode is bijzonder gevoe-
lig en de bepalingen kunnen snel worden uitgevoerd. In aanwezigheid van 
zuurstof wordt luciferine door luciferase in aanwezigheid van Mg en ATP 
ontleed; er wordt licht uitgezonden en ATP wordt omgezet in ADP. Het vuur-
vliegextract werd als volgt verkregen: gedroogde achterlijfjes van vuurvlie-
gen (Sigma) werden met een glazen staafje in een centrifugebuis fyngewreven 
en enige malen geëxtraheerd met arsenaat-magnesiumbuffer pH 7»4 (pH-opti-
mum van de lichtreactie). Voor 1 ml extract werd 10 mg gedroogde achterlijf-
jes gebruikt. De meting van de lichtreactie vond plaats in een telflesje in 
de scintillatieteller onder doorleiding van lucht. Via een canule en een 
spuitinrichting kon het enzympreparaat snel toegevoegd worden. Het reactie-
mengsel bestond uit 0,1 ml monster of standaard, 5 ml arsenaat-magnesium 
buffer (0,05 M Na-arsenaat en 0,02 M MgS0..H20) pH 7,4 en 0,2 ml vuurvlieg-
extract. Er werd slechts 1 photomultiplier gebruikt en geen coïncidentie-
schakeling , wat de beste resultaten gaf. Via de "pulseratemeter" werd het 
aantal lichtpulsen, gemiddeld over 0,5 sec, als outputsignaal gebruikt en 
via een potentiometerschakeling in de snelle Kipp BD 5 Micrograph-recorder 
ingevoerd. Van het outputsignaal werd de maximale uitslag bij versterker-
spanning rond de 56O V als arbitraire maat voor de hoeveelheid ATP gebruikt. 
Deze maximale uitslag is in-hst recordersignaal een piek zeer dicht Щ t = 0. 
Вц ijking bleek dat deze maximale uitslag rechtevenredig was met de ATP-con— 
centratie. 
Een vaste hoeveelheid ATP werd toegevoegd aan extracten van op verschillende 
manieren voorbehandelde gist (met glucose, fosfaat of DMP) waardoor verschil­
lende concentraties cellulair ATP ontstonden. Aan de hand van de uitslag van 
deze extracten met toevoeging van ATP (een constante hoeveelheid) bleek dat 
een goede "recovery" van het toegevoegde ATP werd verkregen. 
Omdat met waterige extractie van gist na verschillende extractietijden (£, 3 
of 10 minuten) bij 100 С een veel te geringe ATP-opbrengst werd verkregen, 
werden de volgende perchloorzuurextracties beproefd: 
A. Volgens ESTABR00K & MAITRA5; 4 ml 1$ gist met 2 ml 15$ HC10 gedurende 
15 minuten bij 40 С incuberen (gemiddelde uitslag 34»5 in arbitraire een­
heden) 
B. Als A, maar dan bij 0 С (gemiddelde uitslag 25,0) 
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C. Als Б, maar aan Tnet L,lj τΐ ¡jf-i zuur (uitblaf ίθ,ί) 
Kethorìo С bleek da ¿;roo Ь*Р орогоі\> .Л '•с ^ о ^г. "a il li oxlr'ii iicrj wordtt 
de monsters bj О С bewaard on geì.i utralisoerd mot 3 N KOI, Viaar^ n allo mo -
cters met 0,1 M 'ÍSA-citraat bu." "or (tri ethane lamine) pit 7»4 с.· »-en vo ίχ,ν 
van 25 ml georicht v/frden voor α^ ne^ ir.g. Cm het effect van Je гстг-гатиих 
op de ΛΤΡ-οιbrennst na te {'•aan ι.ν.η. eventuele hydrolyse werd (z,;e p L η b) 
i.p.v. Pist =en AIT-standaard ("Ή/5 x 10 M) aan eon extraetiii ос^dure 
onderv/orpen: 
D. Extractie var. de standaard als Ъ..' A, dus bij 40 С (uitslag- 49,3) 
E. Extractie als bi. С, dus by 00C (uitslag 57,ö) 
Uit D en E blijKt dat b]v 40 С verlies van het aanweziço A'jr optreedt (door 
hydrolyse). Bi„ 0 С is de opbrengst van de gistextractie minder dan bij 40 С 
(zie A en B; uitslag· 25 tegenover 55)· ken verhoging van de perchloorzuur-
concentratie (van eindconcentratie 5$ naar ongeveer S/ó) blijkt bi, 0 С toch 
een hogere opbrengst te geven (zie С en A; 38 tegenover 35)· Dit betekent 
vermoedelijk dat de extractie (bij 0 C) zeker zo goed is als b-j A en dat er 
ondanks de lagere pH bi, deze lage temperatuur minder hydrolyse optreedt. 
Op grond van deze overwegingen werd voor methode С gekozen. Met deze extrac­
tiemethode werden een aantal karakteristieken van de nu gestandaardiseerde 
ATP-bepaling nagegaan. Нет, gistextract verhoogde de uitslag voor toegevoegd 
ATP. Dit bleek uit l) de uitslag voor ATP met extract nam rechtlijnig toe 
met een helling groter dan 45 » uitgezet tegen de uitslag bij ATP zonder ex­
tract; 2) een constante hoeveelheid ATP werd toegevoegd aan een extractver-
dunnmgsreeks (20/20, 13/20, 8/20, 4/20, ?/20 en onverdund). De uitslag 
bleek toe te nemen met de "extractconcentratie", vooral bij lage extractcon­
centratie; deze toename werd minder bij hogere extractconcentratie. H^t gorooi 
vertoonde dus een. kromlijnig verband. Er word uitsluitend met onverdund extract 
gewerkt. IJkl^non met ATP-standaards werden steeds gemaakt om een eventuele 
omrekening van de uitslag naar de concentratie cellulair ATP mogelijk te maken. 
Deze ijklijnen bleken bij herijking na enige uren steeds gezakt te z_jn. De oor­
zaak hiervan was vermoedelijk hydrolyse van ATP en vermoedel.jk ook verlies 
van activiteit van het vuurvliegextract. Ook anderen hebben dit soort moei-
l.„kheden bij de ijking van deze ATP-bepaling ondervonden en hebben daarom de 
hoeveelneid ATP in hot extract niet geschat door vergelijking met een ijklyi, 
maar berekend door "constant addition". Deze weg werd ook hier gevolgd en de 
p 
formule werd gebruikt, welke door ST.J0EN gegeven wordt: 
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ICD, 
«. - i ^ ^ о 
u+c u 
Hierin is С de onbekende cellulaire ATP-coneentratie in mmoles.kg- (droog-
gewicht); С is de toegevoegde ATP-concentratie in pK; I is de uitslag 
van het extract met toevoeging van de bekende hoeveelheid ATP; I is de uit­
slag van het extract zonder toevoeging; D is een omrekeningsfactor, die 
bepaald werd op 0,025/D, waarin D het drooggewicht in g. is van 10 ml 1$ 
gist. 
Twee concentraties ATP, namelijk б en 10 jM werden steeds als addities ge­
bruikt« Het voordeel van twee verschillende addities is, dat kan worden na­
gegaan of stoffen zoals b.v, ЪССЪ een effect op de ATP-bepaling zelf hebben. 
Met DCCD bleek dit niet het geval te z\jn. 
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APPENDIX I 
De Ъегекепіп§ van ν uit de opgenomen activiteit 
De beginsnelheid van opname ν wordt Ъегекепа volgens de formule 
H.V H.S 0,01 
V =
 SÂTGT = M./.T ~G~ ^ 
α d 
Η = activiteitstoename van l^o gist in 0,8 ml in counts.min-
SA = specifieke activiteit = М./.Т/З in counts.¿unoles" .1 
S = concentratie fosfaat in ¿moles.1 
M = activiteit van 0,8 ml medium in counts 
ƒ = geometriefactor (1,544) 
Τ = dode tijd c o r r e c t i e 
V = volume van de gistsuspcnsie in 1 
m 
G, = drooggewicht van de gist in g 
Voor V wordt 10 ml (0,01 l) genomen en G is dan het drooggewicht in g 
van 10 ml gistsuspensie. G, is het product van het $ gist in de suspensie 
en het drooggewicht (in g) van 10 ml (1% gist-)suspensie. 
De dimensie van ν is: 
c o u n t s . m i n . n m o l e s . l . 1 - . - 1 - 1 , . - 1 , - 1 ,. 
«= = ¿uñóles.mm . g = mmoles.min .kg (droogge-
с ounx s.g 
wicht). 
Gewogen lineaire regressie door het nulpunt 
In fig.l is een opnamegrafiek gegeven. Door te definiëren 
У - У' + H ' (5) 
waarin y' de opgenomen activiteit is, verminderd met de waarde van het nul­
punt N op t = 0, hebben we in een nieuw assenstelsel (stippellijn) te maken 
met een regressie door de oorsprong (θ1) zodat we deze lijn kunnen geven als 
y' = ax (6) 
Volgens de kleinste kwadratenmethode moeten we nu de kwadraatsom 
KS =2w(y· - ax) 2 (7) 





Fig.l Lineaire fosfaatopname 
у is de totale activiteit, χ is de tijd, 0 is de oorsprong en H is het 
nulpunt; y' is de activiteit gecorrigeerd voor N, 0' is de oorsprong 
in het nieuwe assenstelsel. 
(?) en de andere daaropvolgende vergelijkingen gaat steeds over 1 t/m n, 
waarbij η het aantal meetpunten is. In (7) is y' dus de experimenteel gevon­
den waarde en ax de geschatte waarde; w is een gewichtsfactor 
w = l/s2(y') (8) 
Hierin is s^') de standaardafwijking in y', s is de aanduiding voor varian-
tie. Bij een relatieve fout is s(y') evenredig met y', zodat we (de evenre-
digheidsfactor speelt hier geen rol) kunnen stellen 
w = 1/y·2 (9) 
Het minimum van KS hij een bepaalde waarde van a vinden we door partiële 
differentiatie van (7) 
- ç — = 0, zodat -2 ^ wxíy' - ах) = 0, dus - ^ wxy' + a ^ w x = 0 




(9) in (11) geeft 






2/ \ 4 
De var iant ie van a, s (a) xs nu 
ζ 
s
2 ( a ) = ^ ^ (13) 
Hierin i s s de res iduele standaaxdafwiiking 
г 
t KS 
s = r 
r η - 1 
zodat 




2/ s Sw(y' - ах) 1 /^- ,2 - ^ . 2^- 2S /п сч 




(il) in (l6) geeft 
(a) = j-è-j (^И^ - a2) (17) 
en (9) m (17) geeft uiteindelijk 
2







 (—2 - a ) = j· ( g" " a ) (1θ) 
•^ .2 ^ ,2 
У' У' 
De kleinste kwadraten aanpassing aan een eerste orde opname 
In fig.2 is een eerste orde opname weergegeven. N is weer het nulpunt en 
С = С
1
 + Ν (19) 
waaxin С' het verzadigingsniveau is, waarvoor als benadering genomen is 
de maximale activiteit verminderd met het nulpunt. 
C' = M./.T (20) 
Ρ = Ρ' + Ν (21) 
en hierin is Ρ1 de opgenomen activiteit op een bepaald tijdstip, verminderd 
met het nulpunt. 
P' = C' - C' e (22) 
geeft de tijdsafhankelijkheid van de opgenomen a c t i v i t e i t en h i e r i n i s к de 
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о 
χ β / 
Fig.2 Eerste orde opname 
Ρ is de totale activiteit, χ is de tijd, 0 is de oorsprong en N is het 
nulpunt; Ρ' is de activiteit gecorrigeerd voor K, 0' is de oorsprong 
in het nieuwe assenstelsel; C, respectievelijk С is het verzadigings— 
niveau. 
snelheidsconstante voor de opname. Uit (19) en (2l) volgt 
С - Ρ = С - Ρ' (23) 
Uit (22) volgt 
С' - Ρ' = С' e~
k t
, zodat C' ~, P' = e"kÏ of met (23) ^-^г- = e" k t zodat 
int^2) = -kt (24) 
Deze vergelijking is identiek met (6) y' = ax, als 
y« = Ini^fr2) en а = -к (25) 
zodat (il) en (17) hier ook gelden. Het gewicht w als functie van y1 wordt 
hier echter anders: 
М.Ъ. . (42) kan nu afgeleid worden 
(26) 




(27) in (26) geeft 
w(y·) = (С - P)2.s-2(P) 




Het programma volgens GLFLAI.D 






in een ν tegen S plot is niet zonder meer mogelijk met de kleinste kwadraten 
methode omdat deze vergelijking niet lineair is. Het is echter wel mogelijk 
als ν als ƒ(]£ ) door do twee eerste termen van een Taylor—reeks wordt bena­
derd door de lineaire functie ν 
r 
\ - ІГ^Ъ + (Km,o - Km> V' S ^ = P \ + ^ (50) 
m,o ' (K + S) 
'
 ч
 m,o ' 
met ρ = V; q = (К - К )V; Q^  = S(K + S ) " 1 ; CL = S(K + S ) " 2 (31) 
Hierin is К een eerste schatting van К , die Ъ. . is verkregen uit een 
m,o m' 
Hofsteo-plot. Als Ъі„ (7) moet nu de kwadraatsom KS van de verschillen tussen 
de experimentele waarden ν en de met (JO) geschatte waarden ν , dus 
KS = 2w(v - v
r
) 2 (32) 
geminimaliseerd worden. Hierin is 
w = l/s2(v) (33) 
Het minimum wordt g e r e a l i s e e r d a l s de p a r t i ë l e a f g e l e i d e n van KS naar ρ en 
q i n (ЗО) be ide gelijk n u l zijn. Dit gee f t de vergel i jk ingen 
p S w i ^ 2 + qSTwO^ = Σ ν τ ν ^ (34) 
2 
pSwQ^Q,^ + qSwQ^ = SwvCL 
w is hier vergelijkbaar met w in (θ); s(v) is berekend uit s(a) in (17) met 
(4) waarin Η = a (55) 
Zoals uit (31) kan worden afgeleid is na oplossing van ρ en q uit het stel­
sel (34) 
К = К - q/p (36) 
m mfo
 v r ч
 ' 
Deze waarde wordt nu gebruikt als К in (30) en de berekeningen worden 
herhaald totdat q nul wordt en dan is К = K e n V = p . 
m mfo
 r 
Voor de berekening van de standaardafwijkingen van V en К zij hier verwezen 
naar CLELMD , waarin ook details van het computerprogramma worden besproken. 
De aanpassing aan een simultane type 1 en 2 opname volgt direct uit de uit­
breiding van (29) met een tweede Michaëlis-Menten term. 
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De inhibitietoetsen 
Verschillende inhibitietypes, waarbij we V en К aanduiden als V en К , 
kunnen als volgt worden onderscheiden: 
1) Non-competitieve inhibitie; V < V, К = К (37) 
2) Competitieve inhibitie ; V + = V, K + Ж (З ) 
3) Oncompetitieve inhibitie ; V + < V, K + < К , V+/V = К+/К (39) 
Om na te gaan aan welke van de voorwaarden (37) - (39) wordt voldaan, moeten 
we dus de volgende tests doen: 
test 1, V + tegen V; test 2, K + tegen К en test 3, V+/V tegen К+/К . 
' o » ' m m д ' m' m 
V, V+, К en K+ hebben een STUDENT'S t verdeling4- zodat test 1 en 2 direct 
' ' m m ' 
kunnen worden uitgevoerd met een STUDENT'S toets. Voor de uitvoering van 
test 3 zouden we de varianties van V /V en К /К moeten berekenen. Om de 
^ ' m m 
voorwaarden (39) na te gaan kunnen we echter i.p.v. V /V tegen К /К beter 






toetsen. Omdat de К -waarden meestal een grotere variantie hadden dan de 
Ш
 + 
V-waarden (zie hoofdstuk 7) had het quotient К /К een nog veel grotere va­
riantie dan V /V, wat bij een STUDENT'S t toets vermeden moet zien te worden. 
Dit bezwaar kunnen we op de aangegeven manier ondervangen door niet de quo­
tiënten maar de producten te testen. 
WILKINSON en CLELAND bespreken de transformatieformules 
Е ( / ( У 1 , У 2 ) ) sa /O^rfig) (41) 
V(/(y1,y2)) ffi (/Д )
2
.V(y1) + С/Д )
2
.V(y2) + 2/Д ./¿ .Cov(ylty2) (42) 
Hierin is /(y1,y«) een functie van de stochastische variabelen y. en y-, 
die gemiddelden μ., en μ hebben; E is de verwachting van /(y1,y;?), dat is 
het gemiddelde in de verdeling van de toevalsvariabele f(y-,ty0)i V is de 
variantie, ƒ' is de partiële afgeleide van de functie /(у,,Ур) naar y. bij 
de waarde μ.., op dezelfde manier is ƒ' gedefinieerd en Cov(y. ,y„) is de 
covariantie van y. en y„. In (40) is /(y,»y«) = V .K , respectievelijk V.K . 
Omdat V en К en V en К onderling stochastisch onafhankelijk zijn, is de 
m m 








 ν(ν +).(κ) 2
 +
 ν(κ ).(v+)2 (44) 
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en voor /(у1,у2) = V.K* : 
B(V.Kj¡) ω' V.K+ (45) 
v(v.O « ν(ν).(κ+)2 + ν(κ+).(ν)2 (46) 
Ve mogen aannemen dat de producten Τ .Κ en V.K ook een STUDENT'S verde-
11 m m 
ling hebben , zodat nu test 3 uitgevoerd kan worden. Het gebruik van de in­
hibí tietoetsen wordt met tabel I toegelicht. 
TABEL I 
De resultaten van de J inhibitietoetsen bij drie verschillende inhibitiety-
pes in het ideale geval 
S = significant, $ = niet significant op 5$ waarschijnlijkheidsniveau 
Inhibitietype test 1 test 2 test 5 
V+ tegen V K+ tegen К V+/V tegen К+/К 
1) non-competitief S $ 
2) competitief $ S 
3) aktun*0»fífiti S S 
Als test 1 òf test 2 een significant verschil oplevert, wordt test 3 niet 
uitgevoerd, want deze moet dan ook een significant verschil opleveren, afge-
zien van het feit dat we bij test 3 minder onderscheidingsvermogen hebben om-
dat de bij die test betrokken varianties groter zijn. 
De hier besproken STUDENT'S t-toetsen moeten met voorzichtigheid gehanteerd 
4 
worden omdat V en К bij simultaan schatten gecorreleerd kunnen zijn . Verder 
л 
zij voor wat dit betreft verwezen naar de opmerkingen van CLELAND . 
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HOOFDSTUK 2 
HET EFFECT V M DE ANAEROBE PREINCUBATIE MET GLUCOSE OP DE FOSFAATOPNAME 
INLEIDING 
De fosfaatopname door gist is afhankelijk van het metabolisme en wel in 
hoofdzaak van de glycolyse ' ' ' . Toevoeging van glucose als substraat 
Ί Ρ fì 10 1 ? 
brengt de fosfaatopname op gang ' » ' ' .De snelheid van de fosfaatopna-
me blijkt sterk toe te nemen als de gist wordt gepréincubeerd met glucose in 
afwezigheid van fosfaat ' ' . De snelheid is maximaal na ongeveer 3 uur 
С ρ O *1 Q 
préincubatie . De fosfaatopname kan worden beschreven met enzymkinetiek * ' . 
Bij inhibitiestudies vonden BORST PAUWELS & JAGER een lineair verband tussen 
de maximale snelheid van opname (V) en К , dat in de enzymkinetiek vaker is 
gevonden . Een dergelijk verband kan in de enzymkinetiek worden beschreven 
door aan te nemen dat na binding van het substraat (s) aan een enzym (E) de 
snelheid van ontleding van het complex (ES) afhankelijk is van de concentra­
tie van een andere stof. De rol van deze stof, aangeduid met Ύ, is weergege­
ven in schema (l) 
kl k 2 Y 
E + S^HÎES »E + product (l) 
k
-l 
к , + k-Y 
К = ^ (2) 
en 
V = k 2YE t (3) 
Hierin is E. de totale concentratie van het enzym. 
Uit (2) volgt 
к E + к YE. 
en uit (З) en (4) 
κ
 = 7-^ + Г-ТГ = К + т-^ г- (5) 
m ^ k ^ s к ^ 
К is de dissociatieconstante van het complex ES. (5) geeft aan dat er een 
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rechtlijnig verband bestaat tussen К en V als V gevarieerd wordt, terwijl 
E, gelijk blijft, dus als de concentratie Y verandert. Indien aan de andere 
kant de concentratie E, verandert, heeft dit geen effect op К en alleen 
op V. In het hier gepresenteerde schema heeft E de betekenis van een fosfaat-
acceptor en het "product" is opgenomen orthofosfaat. 
By de inhibitiestudies van BORST PAUWELS & JAGER werd na 60 minuten préin-
cubatie gevonden dat К en V gelijktijdig dalen in aanwezigheid van remmer, 
wat verklaard kan worden door aan te nemen dat de concentratie Y daalt onder 
invloed van de remmer. К is in dit geval ongeveer 1 )M. Bij dezelfde studies 
werd ook gevonden dat bij verlenging van de préincubatie in aanwezigheid van 
glucose van 60 tot 180 minuten, V toeneemt terwijl К gelijk blijft en dit is 
alleen te verklaren door een toename van E,. De hypothetische sto'f Y zou 
een aspecifieke anionencarrier kunnen zyn, waarbij E een specifiek permease 
zou zijn dat de binding van orthofosfaat met die carrier vergemakkelijkt. 
Andere mogelijkheden zijn, dat Y een hoog-energetisch intermediair is of cellu­
lair OH . Dit laatste is gebaseerd op het feit dat er bij remming door in 
de cel geaccumuleerde vetzuren en DNP een verband bestaat tussen de mate van 
daling van V en К en de afname van de cellulaire OH concentratie. Dit ver-
m 
band is onafhankelijk van de ketenlengte van mierenzuur tot en met capronzuur. 
PROBLEEMSTELLING 
Men kan zich afvragen of men de waarde van Y zou kunnen veranderen - en daar­
mee ook de К - zonder gebruik te maken van remstoffen, maar door de metabo­
lische condities van de cel te veranderen. Als de hypotheses, dat Y een 
hoog-energetisch intermediair is, dan wel iets te maken heeft met de cel-pH, 
juist zijn, mag men verwachten dat Y zal toenemen als glucose wordt toege­
voegd aan "resting cells". Ale de cel-pH bepalend is voor de waarde van Y 
kan men verwachten dat de К na toevoeging van glucose aan resting cells zal 
toenemen tegelijk met de cel-pH. Als Y een hoog-energetisch intermediair is, 
zou men verwachten dat Y in resting cells zeer laag is, tenzij er nog vol­
doende energie in reserve aanwezig is. Om dit na te gaan werd het ATP-gehal-
te bepaald in resting cells en vergeleken met dat van metaboliserende cellen. 
Als Y een algemene anionencarrier is, is het moeilijk te voorspellen wat er 
zal gebeuren, als de cellen van de rusttoestand overgaan in de metabolische 
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toestand. Het is in ieder geval niet uitgesloten, dat ook een algemene 











Fig.la Het verloop van V en К van de anaërobe fosfaatopname met de préin-
cubatietijd in glucose 
Gebruikte symbolen:O V;· К . t in minuten, V in mmoles.min- .kg-
пг pré 
(drooggewicht), К in JJK. Bij bepalingen in meervoud is m aangegeven 
met aan weerszijden s.e.m. 4$ gist werd 1 dag uitgeput door aè'ratie 
in 0,1 M Ma-citraatbuffer pH 4,5 met 10 mM KCl, daarna lx gewassen 
in dit medium en na 30 minuten stikstofdoorleiding werd gedurende 
verschillende tijden (t ,) 1$ gist in dit medium gepréincubeerd in 
aanwezigheid van jfo glucose onder stikstof. Fosfaatopname met 0,95$ 
gist bij 25 0 in dit medium. 
Fig.lb Het verloop van de cel-pH en het ATP-gehalte met de préincubatietijd 
Gebruikte symbolen:O cel-pH; · ATP-gehalte, in arbitraire eenheden. 
De cel-pH en het ATP-gehalte werden onder dezelfde condities bepaald 
als aangegeven bij fig.la (methoden zie hoofdstuk l). 
Fig.la laat het verband zien tussen V, К en de préincubatietijd. Het verloop 
van de cel-pH en van het ATP-niveau is weergegeven in fig.lb. V steeg door-
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lopend gedurende de 60 minuten préincubatie met glucose. De К steeg vanuit 
een vrij hoge beginwaarde alleen gedurende de eerste 15 minuten om vervolgens 
nagenoeg constant te blijven. Een ongeveer parallel verloop vertoonde de cel-
pH. Er was een redelijk goede correlatie tussen de К en de cel-pH in de tijd. 
Het ATP-gehalte, dat vrij hoog was bij resting cells (fig.lb, t = θ), steeg 
de eerste 3 minuten zeer snel tot ongeveer het dubbele van de waarde bij res­
ting cells om daarna weer snel af te nemen. Vanaf 10 minuten was het niveau 
nauwelijks hoger dan bij resting cells en na 30 minuten vond nog een geleide­
lijke afname plaats. 
DISCUSSIE 
Als de waargenomen veranderingen in К en in V in de termen van schema (l) 
mogen worden beschreven, blijkt dat gedurende de eerste 15 minuten К en V 
toenemen door een toename van de concentratie Y welke toename is gecorre­
leerd met de stijging van de cel-pH, terwyl gedurende de gehele waargenomen 
tijdsduur V toenam door een stijging van de concentratie E. . Het feit dat К 
op t = 0 (resting cells) al een waarde van ongeveer 5»5 ^ M had en V groter 
was dan nul, betekent dat het transportsysteem in resting cells reeds goed 
functioneert, zij het dan zeer langzaam vanwege de lage concentratie E. en 
dat Y in resting cells al in een relatief grote concentratie (50$ t.o.v. 
metaboliserende cellen) aanwezig is. Dat E. zeer laag is, betekent dat er 
byna geen acceptor aanwezig is in resting cells. Kennelijk worden de speci­
fieke acceptoren of permeasen, die een rol spelen bij het fosfaattransport, 
aangemaakt o.i.v. het metabolisme, zie ook ref.5· Misschien gaat het hier 
om induceerbare enzymen. 
Wat de aard van Y ook moge zijn, de toename van "Y" staat waarschijnlijk in 
verband met het op gang komen van de glycolyse, wat zich ook ongeveer in 
de eerste 15 minuten van de préincubatie met glucose afspeelt en waarmee 
7 
de toename van de cel-pH ook in verband staat . 
Het onderzoek wijst duidelijk uit, dat de concentratie van Y ook veranderd 
kan worden zonder gebruik te maken van remstoffen. In dit verband sugge-
reert het feit dat zulke verschillende stoffen als vetzuren, DNP, azide en 
monojoodazynzuur alle hetzelfde effect op de fosfaatopname hebben , dat de-
ze stoffen niet zozeer met een specifieke groep van het transportsysteem 
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reageren, als wel dat ze een gemeenschappelijke factor veranderen. Ken denkt 
dan in -eerste instantie aan de cellulaire OH concentratie of de concentra­
tie hoog-energetisch intermediair. Als Y een noog-er.ergetisch intermediair 
zou zijn, zou de samenhang van de toename van de К en het op gang komen van 
de glycolyse duidelijk zijn, als bij de anaërobe stofwisseling een hoog-ener-
getisch intermediair gevormd werd. Deze mogelijkheid werd in ogenschouw geno-
men door RIMERSMA bij een studie over het effect van DNP en azide op de 
protonensecretie door gist en door JARETT & HEKDLER t.a.v. het effect van 
dezelfde remmers op de eiwit- en KKA-syntnese b-j bakkersgist, beide onder 
anaërobe condities. Dit intermediair zou gevormd worden vanuit ATP dat bij de 
glycolyse is geproduceerd. De hoge waarde van het ATP-gehalte van resting 
cells vergeleken met dat van metaboliserende cellen (fig.lb) zou dan een re-
latief hoge concentratie van Y kunnen geven en dit zou dan weer de relatief 
hoge waarde van de К voor resting cells (fig.la) kunnen verklaren. Als Y 
verband houdt met de cel-pH, is de stijging van de cel-pH en de gelijktijdige 
stijging van de К ook goed verklaarbaar. De cel-pH's gedurende de eerste 
minuten van de préincubatie komen ongeveer overeen met de pH van de cellen 
waarbij de fosfaatopname in aanwezigheid van zwakzure remmers 50% geremd is 
"5 б 
en de К tot op ongeveer de helft is gereduceerd ' , hetgeen dus een onder­
steuning zou kunnen zijn voor de hypothese, dat Y door de cel—pH wordt be­
paald. 
De hier besproken gegevens geven geen informatie over de mogelijkheid dat Y 
een aspecifieke anionencarrier is. 
Over het geheel genomen is dus gebleken dat de veranderingen van de К en 
de cel-pH positief gecorreleerd zijn en dat er geen directe correlatie be­
staat tussen de К en het ATP-gehalte. Deze beide bevindingen komen overeen 
met wat in aanwezigheid van remstoffen is gevonden. BORST PAUWELS & D0BBEL-
МАШ vonden eveneens een positieve correlatie tussen de К en de cel-pH. 
terwijl BORST PAUWELS & JAGERS aantoonden dat DNP en acetaat de anaerobe 
fosfaatopname volledig kunnen remmen, waarbij de К gedaald is en het ATP-
niveau maar gedeeltelijk of nauwelijks is verlaagd. 
SAMENVATTING 
Gedurende de anaërobe préincubatie in aanwezigheid van glucose, welke 60 mi-
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nuten werd gevolgd, nam de maximale snelheid van de fosfaatopname V toe. 
De К en de cel-pH namen beide toe gedurende de eerste 15 minuten en "bleven 
verder constant. Het ATP-niveau doorliep gedurende de eerste 10 minuten 
van de préincubatie een maximum. De betekenis van deze resultaten wordt be-
sproken i.v.m. de hypothetische stof У, die werd gepostuleerd door BORST 
PAUWELS & JAGER. De relaties tussen К en cel-pH bleken bij préincubatie 
overeen te komen met de relaties die tussen deze parameters in aanwezigheid 
van remstoffen zijn gevonden. 
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HOOFDSTUK 3 
DE INVLOED VAN DE PH VAN НЕТ MEDIUM OP DE ANAEROBE FOSFAATOPNAME 
INLEIDING 
In het algemeen wordt aangenomen dat plantaardige organismen fosfaat opne­
men in de vorm van het l-waardige H-PO. ion, omdat de snelheid van de fos­
faatopname bij verschillende pH's in het medium afhankelijk is van de concen­
tratie van dit anion, die hij pH 4i5 ongeveer maximaal is. Dit is gevonden hij 
, . ... 21,23 . ,12 . 2 8 ,
 Ί
 , 2,14,15,20,22,27 
o.a. bacteriën ' , gist , groenwieren en hogere planten ' ' ' * ' . 
HAGEN Sc HOPKINS kwamen tot de conclusie dat bij hogere planten naast het 
l-waardige ook het 2-waardige fosfaation wordt opgenomen. Tot nu toe werd in 
de meeste gevallen ' ' ' ' * ' bij het onderzoek naar de pH-afhanke-
lijkheid van de fosfaatopname geen onderscheid gemaakt tussen indirecte effec-
ten van de pH op de snelheid van de fosfaatopname door veranderingen van de 
dissociatietoestand van het fosfaat en mogelijke directe effecten van de pH 
op het transportmechanisme, zoals op V en К van het transport. Er werd in 
deze gevallen alleen nagegaan hoe de snelheid van de fosfaatopname bij één 
bepaalde concentratie van de pH afhankelijk was. Вц enkele studies werd wel 
onderscheid gemaakt tussen indirecte effecten van de pH op de fosfaatopna­
me ' ' , maar dat was niet bij bakkersgist. 
PROBLEEMSTELLING 
Het doel van dit onderzoek was om na te gaan of de daling van de snelheid 
12 
v^n de fosfaatopname bij verhoging van de pH vanaf pH 4,5 uitsluitend toe­
geschreven kan worden aan de daling van de concentratie van het H„P0."ion 
(indirect effect), of dat er ook een direct effect op het transportsysteem 
bestaat en hoe dit dan beschreven kan worden. 
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THEORIE 
De berekening van de К voor de opname van het H^PO. ion 
De snelheid van de fosfaatopname wordt in het geval, waarin alleen het 1-waar-
dige fosfaation wordt opgenomen en waar een Michaelis-Menten kinetiek van toe— 
4 
passing is , gegeven door 
(1) 
Κ α"
 + S 
Hierin is S~ de concentratie van het H_P0. ion, V' de maximale opnamesnel­
heid bij een bepaalde pH van het medium en К _- de Michaëlis-Menten constante 
m, o 
bij deze pH voor de opname van het 1-waardige anion. Doorgaans wordt de opna-
mesnelheid betrokken op de totale fosfaatconcentratie S, en de Michaëlis-
Menten constante daardvoor is К _ : 
m, S. 
VS. τ 
ν î- (2) 
Km,St + St 
Het verband tussen К _- en К _ vinden we door in (2) S. te vervangen door 
m,S m»S, t Ό 
S . Over het pH—gebied van 4,5 "bot 7»5» het gebied waarin we indirecte en di­
recte effecten van de pH willen onderscheiden, geldt bij goede benadering: 
s t - S" + S
=
 (3) 
hierin is S - de4 concentratie van het HPO.-ion. 
4 
De thermodynamische dissociatieconstante K- voor fosfaat is 
ч-
 U) 
Hierin is Η de activiteit van de protonen, die rechtstreeks berekend kan 
worden uit de gemeten pH en A
c
= en A„- zijn de respectievelijke activiteiten 
o o 
van het 2-waardige en l-waardige anion. Vervangen we in (4) de activiteit 
door het product van de activiteitscoè'fficient en de concentratie, dan krij-
gen we 
/ =S =H + 
κ2 (5) 
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We vervangen K„ nu door de schijnbare dissociat ieconstante К . ' : 
к · = O l = к L.
 t z o d a t s = = к ' % (б) 
S" ƒ " H 
subst i tueren we d i t in ( j ) dan krijgen we 
(7) 
( θ ) 













en dit geeft de juiste waarde van de К voor het éénwaardige anion aan. 
De pH—afhankelijkheid van V' en К _- volgens het acceptormodel 
Aangezien de fosfaatopname door de gistcel zich laat beschrijven met een 
Michaëlis-Menten vergelijking ' kunnen we voor de formele beschrijving van 
de pH-effecten refereren aan het werk dat gedaan is over de pH-afhankelijk— 
heid van de snelheid van enzymreacties. We volgen hier de benadering van 
ALBERTY & MASSEY , die op hetzelfde neerkomt als de benadering in andere 
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referenties ' .In plaats van een enzym spreken we hier over een fos-
faatacceptor. We kunnen de gevonden effecten beschrijven door aan te nemen 
dat de acceptor E een protoneerbare groep bevat, die essentieel is voor de 
fosfaatopname. We hebben dan te maken met de vorm E in het alkalische gebied 
(pH7f5) en de vorm EH in de buurt van pH 4»5· Het dissociatie-evenwicht 
tussen E en Η wordt gegeven door: 
h 
H + + E*—>ΕΗ+ (10) 
met als schijnbare dissociatieconstante K, . We nemen aan dat het substraat 




+ E, »ES 
+
 k i 





verder nemen we aan dat vorming van het product Ρ (d.w.ζ. transport van S ) 
alleen plaats vindt vanuit het neutrale complex EHS: 
"
2
 + EHS >EH + P" (13) 
en dat ook de volgende reactie optreedt: 
V 
H + + ES" τ »EHS (14) 
Uit (l0)-(l4) kan afgeleid worden hoe de parameters V' en К _- in (l) af— 
hankelijk zijn van de protonenactiviteit Η , indien men aanneemt dat de even­
wichten (lO) en (14) gehandhaafd worden (wat bij benadering zo is als de pro-
toneringen veruit de snelste reacties zijn): 
V- = ï (15) 
1 + V / H + 
met V = к E (l6) 
waarin E, de totale concentratie acceptor is en 
1 + 1С /H + 
κ
 c


















De gelijktijdige type 1 en 2 fosfaatopname 
Onder condities waarbij de fosfaatopname via twee verschillende opnamemecha­
nismen verloopt, type 1 met een hoge affiniteit voor fosfaat en type 2 met 
een lage affiniteit, kunnen de twee gelijktijdig verlopende opnames beide af­
zonderlijk met een Michaëlis-Menten term worden beschreven (zie hoofdstuk 7)· 
De pH—afhankelijkheid van beide types wordt hier beschreven. De snelheids-
vergelijking met als substraat de totale fosfaatconcentratie is: 
40 
V 'S V 'S 
1 t
 +
 2 t , s 
m,l tS, t m f2,S, t 






l ; s - · ь 
geveer 10 μη Ъу pH 4»5) en V ' en К „ „ zijn de constanten voor het type 2 
m,l,S t 
2 m,2,S. tT. mechanisme (к _
 σ
 is ongeveer 1 mM bij pH 4f5)· Zoals elders wordt bespro-
m,¿,b^ 
ken (hoofdstuk 1 en 7) kunnen door regressie-analyse met (19) m.b.v. een aan-
q 
gepast computerprogramma van CLELAM) de vier constanten in deze vergelijking 
berekend worden. De pH-afhankelijkheid van deze afzonderlijke constanten wordt 
verondersteld van dezelfde vorm te zijn als met (15) en (l?) is aangegeven. 
OPZET 
26 SWEKSON toonde voor bakkersgist aan dat in media met een pH tussen de pH 4»5 
en de 7i5 ds lekkage van fosfaat door de celmembraan minimaal is. Om mogelijke 
complicaties in verband met de opnamekinetiek te vermijden werd de pH-afhanke-
lijkheid van de fosfaatopname alleen binnen dit traject nagegaan. 
je с orre 
19,25 
5 
De glycolyse, waarmee de fosfaatopname g corr leerd is , wordt in dit pH-gebied 
niet beïnvloed door de pH van het medium 
De invloed van de medium-pH op de cel-pH werd nagegaan omdat de fosfaatopname 
7 
vermoedelijk afhankelijk is van de cel-pH . Ook werd onderzocht of het ATP-ni-
veau veranderde onder invloed van de medium-pH. 
RESULTATEN 
De cel—pH 
Zoals uit tabel I blijkt, was de cel-pH positief gecorreleerd met de pH van 
het medium. "Verhoging van de pH van het medium van 4,5 naar ongeveer 6 gaf 
een stijging van ongeveer 0,18 eenheden van de cel-pH. De pH van de gistsus-




De invloed van verschillende condities op de cel-pH en het cellulaire 
ATP-niveau 
8% gist werd 1 dag uitgeput door aè'ratie in 0,1 M Na-citraat buffer pH 4,5 
met 10 mM KCl, lx gewassen met bidest, gehersuspendeerd als 2$ gist in 0,1 
M Tris-citroenzuur buffer van verschillende pH's (pH ,) en met 3$ glucose 
en 10 mM KCl gedurende 1 uur anaëroob gepréincubeerd. Daarna werd de gist-
suspensie l/l verdund met buffers van verschillende pH en de uiteindelijke 
pH (pH ,) werd gemeten. Hierna werden op verschillende tijden (tot 20 mi-
nuten) (5) monsters voor de bepaling van de cel-pH en monsters (5 in duplo) 
voor de bepaling van het ATP-gehalte genomen. Temperatuur 25 С Bepalings­



































Ρ - 1, $ 
ATP: m = 3,96, s.e.m. = 0,06, 39 d.f. 
Het ATP-gehalte 
Uit tabel I blijkt dat er geen significante verschillen in ATP-niveau werden 
gevonden bij verschillende pH's. Het gemiddelde ATP-gehalte was 3,96 mmoles.kg 
(drooggewicht), een waarde die goed overeenkomt met de waarde van 3,75 gevon­
den door BORST PAUWELS 4 JAGER bij pH 4,5 onder verge lijkbare condities met 
een andere bepalingsmethode. 
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De bepaling van ν 
Bij pH hoger dan 4f5 in het medium werd Ъц langere opname een indicatie van 
een stimulering gevonden, welke zich uitte in een kromming van de opname-
curve naar boven. Er werd getracht te vermijden dat dit effect invloed op 
de v-bepaling zou kunnen hebben, door alleen het eerste gedeelte van de cur­
ve voor de v-berekening te gebruiken. 

















Fig.l Het verband tussen V' en de pH in het medium bij opname 
Toelichting zie tabel II. Aangegeven is m met aan weerszijden s.е. 
De symbolen (vergelyk tabel II) geven het verband tussen de pH bij pré-
incubatie en bij opname: Ovan pH 4»5 naar pH 4»5f*van pH 4»5 naar een 
bepaalde рН;Д ап een bepaalde pH naar dezelfde pH;Avan een bepaalde 
pH naar pH 4,5· De getrokken Іцп is berekend met (15)· 
In tabel II en fig.l en 2 zijn de berekende waarden voor V1 en К _- weerge-
ш, b 
geven voor verschillende pH's in het medium tijdens de opname en na préincuba-
tie bij verschillende pH's. 
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TABEL II 
De invloed van de pH in het medium op V' en К _-
* * m,S 
affo gist werd 1 dag uitgeput door aè'ratie in (A) 30 mM of (в) 100 mM Na-ci-
traat buffer pH 4»5 m et 10 mM KCl, lx gewassen met deze buffer (A) of met 
deze buffer in een sterkte van 10 mM (в), geresuspendeerd als Vfo gist in 
(А) 30 mM Na-citraat buffer of (в) 100 mM Tris-citroenzuur buffer van ver­
schillende pH's (pH , ) , hierin gedurende 1 uur gepréincubeerd met 3$ glu-
cose en 10 mM KCl onder stikstof en overgebracht in (A) 30 mM Ma-citraat 
buffer met glucose en KCl of (в) 100 mM Tris-citroenzuur buffer van ver­
schillende pH's (pH ,) met glucose en KCl, waarin na 6 minuten de fosfaat­
opname bepaald werd met 0,1$ gist en (A) 3,5, 10, 35 en 100 ¿iM of (в) 3,5, 
20 en 100 μΜ KH PO.. Temperatuur 25 C. Geschatte gemiddelde waarde van pK ·: 
(А) 6,85, (Β) 6,6. (А) 2 d.f., (в) 1 d.f. Betekenis van de symbolen, zie 


































































































































Zoals uit fig.l en 2 blykt (verschillende symbolen) was er geen in het oog 
lopend verschil in de pH-afhankelijkheid van de fosfaatopname als er bij ver­







Fig.2 Het verband tussen К _- en de pH in het medium bij opname 
Toelichting zie tabel II en fig.l. De getrokken lijn is berekend met (l?)« 
In tabel II is te zien dat bij hoge pH in het medium de pH aan het einde van 
het uur préincubatie gedaald was t.g.v. protonenproductie door de gist. De 
toegepaste buffering was bij hoge pH onvoldoende om dit effect tegen te gaan. 
Gedurende de б minuten extra incubatie in verse buffer vóór de opname was de 
pH-daling verwaarloosbaar klein. In fig.l is te zien dat V' afnam bij toename 
van de pH in het medium en bij pH 6,7 tot op ongeveer de helft van de waarde 
bij pH 4,5 was gedaald. Zoals bij fig.2 blijkt, stijgt К -, die uit К „ werd 
m,o m,o, 
berekend volgens (9) met op grond van de berekende ionensterkte geschatte 
waarden voor К ' - zie tabel II - bij toename van de pH in het medium bij opname. 
Het effect van de pH bij de opname volgens type 2 
Onder condities dat de cellen fosfaatrijk zijn, wordt fosfaat niet alleen via 
het type 1 mechanisme (lage К ) opgenomen, maar ook via het type 2 mechanisme 






omdat de onnauwkeurigheid van deze paramter bij de sterk afgeleide berekeningen, 
die werden toegepast, nogal groot was (zie hoofdstuk 7). Dit gold in veel min-
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dere mate voor V ' en de waaxden hiervan zijn TDijeengebracht in tabel III en 
fig.J. Uit deze figuur blijkt dat V ' een zelfde afname vertoonde als V1 
(eigenlijk V. ', type l) in fig.l bij toename van de pH in het medium. 
TA3EL III 
De invloed van de pH bij opname op V ' 
4$ gist werd 1 dag uitgeput door aëratie in 0,1 M Tris-barnsteenzuur buffer 
pH 4»5 met 10 mM KCl en 39 иМ (ШІ.)_30.. Na lx wassen met dit medium werd 
l'fo gist l-jf uur erin voorbehandeld met J иМ ^-о^^л ^п a a n w e zisheid van j/o glu­
cose onder stikstof, daarna werd 1 uur gepréincubeerd met ¿fo glucose zonder 
fosfaat bij verschillende pH's, waarna, dit medium werd ververst en na 6 minu-
ten fosfaatopname plaats vond met 0,9$ gist en 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1 000, 




























Fig.3 Het verband tussen V ' en de pH in het medium bij opname 
Toelichting zie tabel III. Aangegeven is m met aan weerszijden s.e. 
De getrokken lijn is berekend met (15)· 
Kwantitatieve beschrijving van de pll-afhankelijkheid van de fosfaatopr.ame vol­
gens het acceptormodel 
Met (15) en (i?) werden uit het verband van V' en К _- mot de protonenac­
tiviteit H de constanten V (V.), Κ (Χ ), K, en iL ' berekend, zie tabel 
IV en V. 
TABEL IV" 
Berekening van de constanten K, ' on K, ' uit het verband tussen V' (tabel II) 
respectievelijk V' (tabel lil) en H 
V , V, V'2 on 
condities met 
V_ in mmo! Les.min" 
type 1 opname 
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piy 6,66(6,47-7,02) pKb'2 6,57(6,41-6,81) 
STUDENT'S t toets K · tegen I^^: F 1 2 = 4,11 $, t = -l,6l $ 
K_ en K, ' zijn schijnbare dissociatieconstanten,die dus nog iets afhangen van 
de ionensterkte van het medium. Correcties zijn hiervoor niot aangebracht, 
omdat er geen verschil in pH-afhankelijkheid was met buffer A of В (tabel II) 
die van verschillende ionensterkte waren. De curven in fig.l en 2 zijn met 
(15) en (17) berekend. De waarden voor K,1 uit de V'-analyse (0,217) en uit 
de К „-analyse (0,157) verschillen weliswaar significant (zie tabel IV en 
Ш , o 
V), maar uitgaande van de theorie dat ze in werkelijkheid gelijk zijn, komen 
we tot een gewogen gemiddelde van 0,181, dat binnen het 95% waarschijnlykheids-
gebied van beide waarden ligt, met s.e. 0,0203 (23 d.f.). Dit geeft een 
schatting van pK, ' 6,74(6,65-6,86). Zoals uit tabel V blijkt, verschillen de 
waarden voor 1С en K,1, beide uit de К „-analyse, duidelijk significant. 
In tabel IV is tevens het resultaat gegeven van de analyse van V '. 
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De berekende curve is aangegeven in fig.3. De waarde voor К.' uit deze ana­
lyse verschilt niet significant van de waarde voor К,' (К, ' ) uit de analy­
se van V' (V') onder condities met alleen type 1 opname (zie tabel ir). 
TABEL V 
Berekening van de constanten К , К, en К, ' uit het verband tussen К „-
(tabel II) en H +. 
H +, K
m





















STUDENT'S t toetsen: 
І^ tegen К^: F ^ = 5,47 I, t 2 2 = 9,52 S; 
І^' tegen I^· (tabel IV, analyse van V'): F ^ - 1,53 $, t = 2,95 S 
DISCUSSIE 
Het effect van de pH tijdens de préincubatie 
De snelheid van de fosfaatopname werd niet significant beïnvloed door de pH 
tijdens de préincubatie. Dit wijst erop dat de "aanmaak" van het transportsys-
teem (zie hoofdstuk 2) niet door de pH van het medium wordt beïnvloed. 
Het effect van de medium-pH volgens het acceptormodel 
Het is duidelijk dat de snelheid van de fosfaatopname niet alleen beïnvloed 
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wordt door veranderingen in de effectieve substraatconcentratie (de concen­
tratie van het l-waardige fosfaatanion) maar ook door een afname van de 
maximale opnamesnelheid (v) en een toename van de К (К „-). De afname van r ч
 ' m
 v
 m,S ' 
V' kan worden toegeschreven aan dé aanwezigheid van een dissocieerbare (of 
protoneerbare) groep op de acceptor. De pK van die groep is ongeveer 6,7. 
Deze waarde kan echter te hoog zijn omdat, zoals uit het werk van BORST PAU-
7 
WELS Sc DOBBELMMTN is gebleken, ook de cel-pil de opnamesnelheid beïnvloedt. 
Afname van de cel-pH onder invloed van zure remstoffen leidt tot een afname 
van V' en ook van К _-. Er werd een toename van 0,18 eenheden van de cel-pH 
m, o 
gevonden bij toename van de medium-pH van 4,5 naar 6. Dit kan een toename van 
V' ten gevolge gehad hebben. Correctie voor dit effect bij hogere medium-pH 
zal dus leiden tot een afname van de berekende waarden van V' en dus ook van 
K, '. Ook de waarden van К _— zouden eigenlijk gecorrigeerd moeten worden b m,b 
voor het effect van de medium-pH op de cel-pH. Dit zou eveneens leiden tot 
een afname van К _- bij hogere medium-pH, dus tot een geringer verschil 
m, o 
tussen K,en K. '. Er is dus een redelijke kans dat de waargenomen verschillen 
tussen 1С en K,1 niet reëel zijn, maar dat deze constanten in feite gelijk zijn. 
Dit zou enerzijds betekenen dat binding van fosfaat aan de acceptor geen in-
vloed heeft op de affiniteit van de protoneerbare groep voor protonen en an-
derzijds dat de protonering geen invloed heeft op de affiniteit van het l-waar-
dige fosfaation tot de bindingsplaats; dit kan uit (l0)-(l4) afgeleid worden. 
Het effect van de medium-pH volgens een carriermodel 
Bij een carriermodel, dat werd ontwikkeld (zie appendix II), konden ook ef-
fecten van de cel-pH op de maximale snelheid en de К van de fosfaatopname 
verdisconteerd worden. Bij dit model wordt aangenomen, dat een fosfaatcarrier 
(c) het l-waardige fosfaation (S ) transporteert van mediumzijde naar celzij-
de van de membraan en dat die carrier een protoneerbare groep heeft. De affi­
niteit van С voor S en voor H is aan beide zijden van de membraan hetzelfde. 
Dit model is in schema (20) aangegeven. CHS, CS , С en CH bevinden zich in 
de membraan hetzij aan de mediumzijde (e), hetzij aan de celzijde (i); H en S _ 
bevinden zich in het medium (e), dan wel in het celwater (i). Alleen de elec-
troneutrale vormen CHS en С passeren de membraan. Als de concentratie CHS 
groter is dan CHS. zal er netto opname plaats vinden. 
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membraan 




in reactie (lO) evenwicht naax (~J 
in reactie (14) evenwicht naar | | 
(20) 
De concentratiegradiënt voor CHS zal groot zijn bij relatief lage medium-pH 
en relatief hoge cel-pH. Dergelijke asymmetrische condities kunnen bestaa.n 
als enerzijds de lage medium-pH gehandhaafd wordt door een buffer en ander-
zijds de hoge cel-pH in stand gehouden wordt door het metabolisme en de 
celbuffercapaciteit. 
Schema (20) heeft enige overeenkomst met het carriermodel van ROSENBERG & 
WILBRANDT , waarbij een carrier in twee vormen, С en Z, wordt gepresenteerd 
en asymmetrische metabole condities worden aangenomen aan weerszijden van de 
membraan. Dit model verschilt echter wezenlijk van het hier gepresenteerde 
op de volgende punten: bij het C-Z model zijn alle carriercomplexen electro-
neutraal (bij een electroneutraal substraat S) en kunnen de membraan passeren; 
de "asymmetrie" wordt in het C-Z model veroorzaakt door verschillen in affi­
niteit van het substraat voor С en Z, terwijl bij het hier gepresenteerde model 
niet noodzakeiykerw^ze een verschil in affiniteit van het substraat voor С 
en CH hoeft te bestaan. Ook moet opgemerkt worden dat de carrier van de C-
in de Z-vorm of andersom overgaat door specifieke metabole reacties, terwijl 
in het hier gegeven model de overgang van de ene vorm (C) in de andere (CH ) 
wordt bepaald door de pH en het metabolisme alleen indirect van invloed is 
voorzover het de handhaving van de cel-pH betreft. 
De effecten van toename van de pH in het medium of van daling van de cel-pH 
(dit laatste onder invloed van zwak zure remmers van de fosfaatopname) zijn 
m.b.v. schema (20) te verklaren. Zowel verhoging van de pH in het medium als 
verlaging van de cel-pH verminderen de asymmetrie in het model en bij afwe­
zigheid van enigerlei vorm van activering van het transport door het metabo— 
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lisme betekont dit een renning van het fosfaattransport, omdat de gradiën-
ten voor het carrier-substraat conplex (van medium naar celzijde) en voor de 
vrije carrier (andersom) verkleind worden. In appendix II wordt aangetoond 
dat, wanneer we aarmemen dat de translocatiesnelheden van de carriercomplexen 
door de membraan snelheidsbepalend zijn, met het carriermodel van schema (20) 
Michaëlis-Menten kinetick optreedt. Verder is voor dit model afgeleid onder 
welke condities de afhankelijkheid van de fosfaatopname van de pH in hot me-
dium in principe overeen komt met de beschrijving, wölke hier werd gegeven 
met het acceptormodel en onder welke condities de afhankelijkheid van de cel— 
pH overeen komt met de waargenomen effecten op de kinetische constanten 
(V en К _-) ' . Dit model geeft ook een alternatieve visie op de stof "Y", 
m,b ' 
die gepostuleerd is om de lineaire relatie tussen К en V gevonden bij inhi-
6 m 
bitiestudies te verklaren, zie hoofdstuk 2. Y is volgens dit model een com­
plexe functie van de cel-pil en de inwendige fosfaatconcentratie en dus geen 
bepaalde stof (appendix II). 
De protoneerbare groep 
De pK van ongeveer 6,7 kan misschien worden toegeschreven aan een groep als 
imidazool van histidine, dat ingebouwd in een eiwit een pK van 5,5 "tot 7,0 
kan hebben, afhankelijk van de lading van de naburige groepen . Histidine 
is het enige bekende aminozuur met een pK van deze orde. Imidazool komt voor 
in de "active site" van vele enzymen. In ongeladen vorm is het werkzaam bij 
proteolytische enzymen zoals chymotrypsine en in geprotoneerde vorm bij car-
bohydraatsplitsende enzymen . 
De pH-afhankelijkheid van de fosfaatopname bj bakkersgist vergeleken met die 
bij andere organismen 
MITCHELL vond bij Micrococcus pyogenes een pH-onafhankelijke К (0,8 mM). 
Dit betekent dat K, = X. ' - reactie (I0),(l4) - wat ook bij gist niet uitge­
sloten hoeft te zijn. De maximale opnamesnelheid neemt af bij daling van de 
medium-pH met een halfwaarde bij ongeveer pH 6,7· Dit transportsysteem heeft 
dus overeenkomsten met dat van bakkersgist, alleen is de pH-afhankel ijkheid 
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omgekeerd. Opname vindt alleen plaats vanuit een complex ES. 
HAGEN & HOPKINS toonden aan dat сц, de fosfaatopname door gerstewortels de 
К -waarden voor het type 1 en die voor het type 2 opnamemechanisme (met ho­
ge, respectievelijk lage affiniteit voor fosfaat) m gelijke mate stjgen Ъц 
toename van de pH m het medium en wel met een factor van ongeveer 5 va·11 pH 
4 naar pH 7 ( m een medium met lage ionensterkte). Dat is een stijging die 
sterker is dan men op grond van de afname van de concentratie van het H PO. 
ion zou verwachten (een factor 2 namelijk). V, en V zijn niet pH-afhankelijk. 
8 
Dit werd indirect ook aangetoond door BUTLER Ъц tarweplanten; deze vond 
namelijk geen verschil in opnamesnelheid vanuit J mM fosfaat Ъц pH 5»5 en 6,9· 
Als alleen К stijgt hij toename van de pH, kan dit heschreven worden als een 
competitieve inhibitie door het hydroxylion. In reactie (l4) betekent een 
pH-onafhankelijke V dat K, ' = 0 en dit transportsysteem heeft dus een andere 
pH-afhankelykheid dan dat van bakkersgist. Er is wel een overeenkomst in 
zoverre, dat het type 1 en 2 transport volgens HAGEN & HOPKINS dezelfde pH-
afhankelijkheid vertonen. Dit werd echter niet gevonden door LEGGETT e.a. , 
want deze auteurs vonden Ъц gerstewortels bij pH 4 en 7 weliswaar vergelijkba­
re resultaten t.a.v. V., V- en К . _ , maar К „ „ was maar een factor 2 
1 2 m,l,S, m,2,S, _ 
toegenomen, wat gezien de daling van de concentratie van het H 9P0. ion met 
ongeveer dezelfde factor niet significant zal zijn; К „ _- is dan niet pH-
m, ¿ι, o 
afhankelijk. Y_ is dit ook niet, dus in reactie (lO) en (14) is K, = K.' = 0 
en er is geen dissocieerbare groep die essentieel is voor het type 2 trans­
port. Wat geforceerd doet de analyse aan die HAGEN & HOPKINS zelf van hun 
resultaten hebben gegeven. Hierop is ook veel kritiek uitgeoefend * . Het 
type 1 mechanisme zou namelijk de opname van het HPO ."ion zijn met de uitzon-
-10 derlijke waarde van К . _= van 5»5x10 M en een competitieve inhibitie door 
m, 1 * o 
0H~ met K.
 1 = г . О х Ю
- 1
^ . Dit laatste betekent dat men Ъц pH 3,3 al een dui-
delijke inhibitie van het type 1 opnamemechanisme zou moeten verwachten. 
Minder onwaarschjjnlijke waarden werden berekend voor het type 2 opnamemecha­
nisme, waarvoor ook HAGEN & HOPKINS aannamen dat het l-waardige anion wordt 
-S -β 
opgenomen; К
 0 c- = 4,0x10 "Ή en К. 0 = 2,5x10 M. 
ΙΠ,έ.,ΰ ^-f*-
Tegen de opname van het HP0.-ion door gerstewortels pleiten de bevindingen 
16 = 
vanJACOBSON e.a. dat Ъц pH 8,7 het НР0 ion snel in de "apparent free 
space" van afgesneden wortels en van intacte wortels van gerstplanten bin­
nendringt, maar verder niet wordt opgenomen. Volgens HENDHIX vindt Ъц 
pH 8,7 onder condities vergelukbaar met die van HAGEN & HOPKINS wel fos-
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faatopname plaats bij intacte wortels van de boon en wel via het H.PO ion, 
dat plaatselijk in concentratie is toegenoraen door een verlaagde pH in de 
buurt van de "adsorption sites", die o.a. veroorzaakt wordt door de kool-
zuurproductie van de wortels. 
SAMENVATTING 
Verhoging van de medium-pH heeft niet alleen een indirect effect op de fos-
faatopname via een daling van de concentratie van het H^PCK ion, maar heeft 
ook een direct effect op het transportsysteem. Bij toename van de pH werd een 
daling van V gevonden met een halfwaarde bij ongeveer pH 6,7· Dit effect kan 
worden toegeschreven aan een verandering in de dissociatietoestand van een 
groep (imidazool?) die zowel op de vrije fosfaatacceptor als op het acceptor— 
fosfaat complex aaniwezig is. Deze groep is essentieel voor het transport. 
Dit effect werd ook gevonden bij het opnamemechanisme met lage affiniteit 
voor fosfaat (type 2). Er is een transportmodel opgesteld, waarin de fos-
faat-acceptor identiek is met een carrier en waarbij de handhaving van de 
cel-pH door het metabolisme verantwoordelijk gesteld kan worden voor het in 
stand houden van het transport. Dit model kan zowel de afhankelijkheid van 
de fosfaatopname van de pH in het medium als van de pH in de cel beschrijven, 
welke laatste afhankelijkheid wordt gevonden als zure remstoffen de fosfaat-
opname remmen . 
Ten aanzien van de identiteit van "Y", welke hypothetische "stof" bepalend 
zou zijn voor de snelheid van de fosfaatopname, werd duidelijk gemaakt, dat 
Y niet per sé een bepaalde stof hoeft te zijn, maar ook een complexe functie 
van de cel-pH en de cellulaire orthofosfaatconcentratie zou kunnen zijn. 
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APPENDIX II 
De snelheidsvergelyking volgens het carriermodel 
Uitgaande van schema (20) stellen we ons de translocaties voor als in (21), 
waarbij CHS en С zich door de membraan kunnen begeven. We stellen ons die 
membraan voor alsof deze is opgebouwd uit 2 compartimenten (e en i), die 
direct aan elkaar grenzen en waarbij de overgang van e (mediumzijde) naar 
i (celzijde) snelheidsbepalend is. De snelheidsconstanten voor de translo­





CHS τ x CHS 
С τ * с 
Als к, en к ' snelheidsbepalend zijn, zijn de reacties aan weerszijden van de 
membraan practiesch in evenwicht. De reeds eerder besproken reacties kunnen 
we dan als volgt weergeven: 
^ H C \ 





S + О т — * C S Ks = CS ; с • c ss ( 1 1 ) 
S + СН^ i CHS К '= Ι^ϋ .
 0 Η = 0 Η 5 _ 3 _ (Χ2) 
s " CHS 
ν TT Г ^ TÍ 
Η + CS, ^CHS 1^·= ^ S - ; CS=CHSjp- (14) 
De totale concentratie van de carrier in de membraan (С,) is 
С. = CHS + С + CH + CS + CHS. + С. + CH. + CS. (22) 
t e e e e i i i i v / 
De som van alle fluxen over de membraan (die impermeabel is voor H en S ) 
i s gelijk nul : 
к,(CHS - CHS.) + к , ' ( С - С.) = 0 (23) 
3 e ι ' 3 e ι 





 = ^  + qCHS^ waarin q = к /к ' (24) 
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De snelheid van do influx v. , welke we meten met tracers, is 
in' 
v. = k,CHS 
m J e 
Uit (10) en (12) volgt 




Als men aanneemt dat de ionensterkte van het celwater niet noemenswaardig 
verschilt van die van het medium en К en К,' aan heide zijden van de mem­
braan dus gelijk zijn, geeft (26) in (24): K K ' 
X, К ' 
ID S 









К, К ' 
ρ s 
H.S. 
1 1 (26), (il) en (14) in (22) geeft: 
ICK ' К ' К, ' К, К ' к · к, · 
η гтс /-, OS S _b ч „
ττ
„ /, D S S D ·. C t = ^ e ^ 1 + TS- + — + — ) + C n S i ( l + Î T S - + — + —î 
e e e e i i i i 
met (2?) gee f t d i t : 
CXS ІС ' 1С q S e + K s ' î T t e c / , D \ -,r , r-, D \ e 
СНГ =
 S
e( 1 + if") + Ks (1+ ÎT) + КГ 
e
 qS.+ K '-^ 
^ 1 s H. 
1 
na substitutie van CHS uit (29) in (25) leidt dit tox: 
ι
ч








s (і+гг-) +K '(I+ÎT) 
К ' {С 
о S Ό 
V. in 
К ' 1С 
e „ s 1э 
s.(i+b_) + к '(і+^) 
1 Ч Я. Ξ ч Η. 
1 + аа + h' '
S e 
К 
S + К ' 
e s 
К, 
1 + ІГ(1 + а) 
e 
К, 
S.(l+^_) + К '(1+ ÎT) 
ι
4
 Η . ' s
v
 E.' 
1 + qa + waarin a = 
К. К ' 




en V. = k,C, 




Het is duidelijk dat (30) e e n Michaelis—Menten vergelijking is, die ook als 




m „ ι K S - + S e 
hierin is V' de experimentele maximale snelheid Ъц een hepaalde pH 
V. 
m 
V. (1 + qa) -1 V* 
Η'
 Ί





en IL,- is de berekende halfwaardeconcentratie voor het monovalente fosfaat % 
hij een hepaalde pH : 
V* = Ks 
1 + ^ ( 1 + a)
 K , 1 + ^ ( 1 + a) 
, e s e 
1 + qa + D 1 + qa . ρ 
1 + K. /H 
 Ί
 "Ъ /, N-l ш 1 + К. ' /H 1 + jj—(1 + qa) TD ' ι 
Het verband tussen K„— en V' 
Uit (34) volgt 
vln/v'* - у / н е - ι 
а = — — — — • ^ — — — — 
ч 
(36) in (35) geeft 
Г . 1 ^ 
V _* = тс * е 
S s
 і
 К.' К,' 
!in_ v
 + 1 л 
S ^ ^е + qJ = К ' 
s 
(36) 
V'* fb/_l V|lKb' У * У * ч 
V. + H 4 ~ qV. H + V. " qV. ' 
.in e in e in in 
of 
v" = V 




е^ - % ' + 4КЪНе - Ч 
2 qH V. 
e in 
(37) 
Bij uitzetten van K_- tegen V' moet men dus een rechte lijn krijgen met als 
К ' К, intercept s ρ. Dit intercept komt nu in de plaats van К in hoofdstuk 2, 
1 H e 6 
zie (5) en i s bij pH 4i5 ongeveer 1 μη . 
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VergelijKing van het acoeptormodel en het carrierrrodel 
Door invoering van de constanten V , К , 1С en 1С' werden (34) en (35) 
formeel gelijk aan respectievelijk (l5) en (l?) i 1 6 waren afgeleid voor het 
acceptormodel. Uit (34) en (Д5)і respectievel\|k (35) en (^-7) kunnen we 
zien welke constanten aij het acceptormodel en het carriermodel equivalent 
Zijn en hoe we deze constanten met elkaar in verband kunnen brengen. Dit 
geeft de volgende vergelijkingen: 
V* =
 і п
(і + q a ) " 1 ^ V (ja) 
K ^ = K
s
'(l + q a ) - 1 « ^ (39) 
K^ = ^  (1 + а) (40) 
К^* = ^ '(1 + qa) - 1 (41) 
Men moet ziel· wel realiseren dat de met gemerkte "constanten" geen echte 
constanten zijn. Ze zijn functies van q en a (zie de vergelijkingen 38 - 4l) 
en de waarde van a wordt bepaald door de cel-pH en de cellulaire orthofos-
faatconcentratie (3l)· De cel-pH en waarschijnlijk ook de concentratie mono­
valent orthofosfaat m iet celwater veranderen als pH verandert, omdat dan 
pH verandert (tabel l). Het is wel duidelijk (40) dat K. volgens het carrier­
model kleiner is dan de feitelijke waarde die berekend werd uitgaande van het 
acceptormodel (iL , 0,470, tabel V). Volgens de hier gegeven oenadenng met 
het carriermodel (41) is K,' juist groter dan de feitelijke waarde die uit­
gaande van het acceptormodel werd berekend (1С ' , 0,217 in tabel IV, 0,157 
m tabel V). Het is daarom bij het carriermodel niet uitgesloten dat 1С en 
K^ gelijk z^n. 
Verder valt uit (41) af te leiden dat, indien qa<^; 1, bij benadering geldt 
K, ' = K, ' en in dat geval ζι,,η (l5) en (34) identiek, wat betekent dat de 
cel-pH niet (via de factor a) van invloed is op 1С ' en daarmee ook niet op 
de afhankelijkheid van de maximale opnamesnelheid van de medium-pH. 
De maximale opnamesnelheid zou dan Ъц pH 4|5 m het medium ook niet af­
hankelijk zyn van de cel-pH, wat in strijd is met de bevindingen van BORST 
PAUWELS & ООВВЕІМАш'7. 
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De stof "Y" in verband met het carriermoàel 
In hoofdstuk 2, vgl.(3) zagon ^е dat bij het acceptormodel 
V = k 2YE t 
к E, is bij het carriermodel equivalent met V (l + qa + Κ, '/H ) en V is 
equivalent met V' , zie (34)· Aangezien V = к С. (32), waarin к, equiva-
m 3 ь 3 
lent is met к bij het acceptormodel en G equivalent is met E
+
, is nu dui­
delijk dat 
Y = (1 + qa + V / V " 1 (42) 
Als Н^К^' (b.v. by рН
е
 4,5) geldt: 
Y - 1 = 1 + qa (43) 
en met (31) zien we dan dat 
^ + ^ + ^-г) 
Y
 =
 1 + i
 Г1П ^4 4) 
s.
 + % 
1 qH i 
of 




 0 Hi) + 1 + Г 0 H i 
Y" 1 = l
 + -S g^ ^ j T — (45) 
ТГТ + -— OH. 




К = H..OH. (46) 
w 1 1 ч ' 
OH. is de activiteit van de OH ionen in het celwater. 
1 
Hieruit blykt dat Y weliswaar van OH. afhankelijk is, maar daar niet mee 
evenredig is wat, indien Y identiek was aan OH., te verwachten zou zijn. Ver­
der hangt Y af van de 1-waardige orthofosfaatconcentratie in de cel, die be­
halve door het metabolisme en aan de eigenlyke opname voorafgaande fosfaat-
opname zoals bij de fosfaatvoorbehandeling (toegepast om type 1 en 2 opname 
te krijgen) ook weer door de cel-H beïnvloed kan worden. 
Als S±/Ks'<g:i en Si/Ks1·«: K^OH /qKw, reduceert (45) tot 
1 +
 Г
 0 H i , к 
- 1 , w Y = 1 + l+kl+ ^r) (47) 
ν
Η




Als CH. afneemt, nren- volgens (47) Y toe, dus Y neemt af. Dit betekent 
dat de maximale snelhfld on de X van de fosfaatopnane (zie hoofdstuk 2) 
dalen. Dit stemt overeen met de bevindingen van BORST PAUWELS & DOBBELMAM 
b.j pH 4»5» waarbij [4 verlaagd uerd onder invloed van DKP of vetzuren. 
Als S./K ' » 1 en S /К '»1С OH /qKw wordt (45) 
-, 1 Ξ I S O l 
Y = 2 + i^'ony^ (48) 
en in dat geval kunnen we dus een lineaire relatie tussen Y en OH. ver-
wacnten. 
Als q»l wordt (4b) 
Ί





 ОН.Д .) + sTT^ (49) 
1' s 
zodat ook dan Y en OH omgekeerd evenredig zijn. 
Als q4Cl nadert het rechterlid van (45) "tot 1, zodat dan Y onafhankelijk is 
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HOOFDSTUK 4 
HE? EFFECT VAN 2,4-DmTR0P4ETOL (Dì Ρ) OP № ANAEROBE FOSFAATΟΡΚΑΜΞ 
IKLEIDIKG 
DììP, een ontkoppelaar van ae oxydaгіе о fosforylerinc, remt ondor аёгоЪе 
condities de fosfaatoiyiamp Ъу gist ' ' , gxoenwieren en hogere planten . 
o 
LEGGETT vond een luet-compctitiove inhibitie door Б № Ъц bakkersgist, 
SIKOHIS e.a. een compoti lieve inhibitie bij Ankistrodcsmus en HOPKINS 
vond hetzelfde effect bij gorstewortelfs. Deze effecten ' ' werden gevon­
den onder condities waarbij een tweevoudig opi-amemechanisme voor fosfaat 
m werking is, zie verder hoofdstuk 7· 
BORST PAUWELS & JAGER vonden net DKP ook onder anaërobe condities een 
remming van de fosfaatopname door bakkersgist. Deze remming was volgens 
hen met te wijten aan een remming van de glycolyse of aan een daling van 
het inwendige ATP-niveau (dit daalde slechts 60$, terwijl de remming 
100$ kan bedragen) en ook niet aan een invloed van DNP op de fosfaatin— 
bouw, want met arsenaat, dat niet wordt mgeboawd, werden dezelfde effec-
ten gevonden . Het remmingstype, waarb'j V en К beide verlaagd zyn maar 
К in mindere mate, kon verklaard worden door aan te nemen dat DKP een 
m ' 
hypothetische stof "Y" in concentratie doet dalen. De waarde van Y be­
paalt de snelheid van de fosfaatopname vanuit een fosfaat-carrier of een 
fosfaat-acceptor-complex en daarmee V en К (zie hoofdstuk 2). Y kan een 
hoog-energetisch intermediair zyn of een algemene anionencarrier met zo­
wel affiniteit voor het fosfaation, als voor het DNP—ion of voor vetzuur­
ionen. Ook is het mogel-jk een functie van de cel-pH, zie hoofdstuk J. 
JAGER & BORST PAWELS 0 vonden by pH 4,5 dat DNP eerst m de cel moet wor­
den opgenomen om een remming te kunnen veroorzaken. DNP wordt Ъц pH 4»5 
1 2 
sterk in de gistcel geaccumuleerd ' . De anionenconcentratie in de cel 
zal daarom veel groter zyn dan in het medium. Вц een DNP-concentratie van 
0,022 mM in het medium Ъц рЧ 4,5 is de concentratie van met gebonden DNP 
in het celwater kleiner dan 1 mM. By deze inwendige DNP-concentratie wordt 
de fosfaatopname voor 50$ geremd . 
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PR03LEEMSTELLIKG 
Als DNP het fosfaattransport remt door bezetting van de carrier, zou ook Щ 
een uitwendige concentratie van het DNP-ion in het medium gelijk aan of gro­
ter dan 1 mM het fosfaattransport voor meer dan 50?ь geremd moeten worden. 
Het feit dat JAGER 4 BORST PAUWELS geen onmiddellijke remming vonden bij 
pH 4f5 sluit dit nog niet uit, omdat de toegepaste concentraties in het 
medium veel kleiner waren dan 1 mM, terwijl onmiddellijke remming bij toepas­
sing van hogere DEP-concentraties bij die pH aan snel geaccumuleerd DNP toe­
geschreven kon worden. 
Als er echter hoge DNP-concentraties Ъц hoge pH in het medium aanwezig zijn, 
wordt er maar zeer weinig ШР in de cel opgenomen, zodat men dan voornamelijk 
te maken heeft met het effect van Ш Р in het medium. 
RESULTATEN 
Бе pH-afhankelijkheid van de remming 
Bij verhoging van de pH in het medium nam de remming van de fosfaatopname 
door DNP af, zoals te zien is in fig.l 
10 
Fig.l De beginsnelheid van de fosfaat-
opname (v) met en zonder 0,04 mM 
DNP (beginconcentratie) bij ver­
schillende pH's van het medium 
4$ gist werd 1 dag uitgeput door 
aè'ratie in 0,1 M Na-citraat buf- • 
fer pH 4,5 met 10 mM KCl. Na Jx 
wassen met aqua bidest. werd 1,1$ 
gist 1 uur gepréincubeerd met Jffo 
glucose onder stikstof bij verschil-
lende pH's en daarna 6 minuten extra pH 
geïncubeerd in buffer (blanco) of in 0,04 шМ DNP. De fosfaatopname 
werd bepaald met 0,9$ gist en 100 )M KH PO . Open symbolen blanco, 
dichte symbolen DNP. ν in mmoles.min- .kg^idrooggewicht). 
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Het effect van DNP bij hoge pH 
In tabel I is het effect van 0,040 - 5 nM DNP bij pH 6,6 - 6,9 op V en К 
var. de fosfaatopname gegeven. 
TABEL I 
Effecten van verschillende DSP—concentraties op V en К van de fosfaatopname 
4$ gist werd 1 dag uitgeput door aëratie in 0,1 M Tris-citroenzuurbuffer 
pH 6,9 of 7,0 met 10 mM KCl. Na lx wassen met dit medium werd 1,1 of 2$ gist 
1 uur gepréincubeerd met 3$ glucose onder stikstof bij de aangegeven pH. In 
dit medium werd bij deze pH na 6 minuten extra incubatie met of zonder DNP 
de fosfaatopname bepaald met 0,9 of 1$ gist bij 3,3, 10, 33 en 100 μΆ KH PO.. 
A: 0,1 К Na-citraatbuffer pH 4,5 bij uitputting, 0,1 M Tris-HCl buffer Щ 
préincubatie. Temperatuur 25 C. V in mmoles.min .kg (drooggewicht), К 






















































































































De lage DNP-concentratie, waarbij geen remming vanuit het medium te verwachten 
valt, werden meegenomen om uit te kunnen sluiten, dat de afwezigheid van rem­
ming misschien schijnbaar zou kunnen zijn, met name in het geval dat lage DNP-
concentraties zouden stimuleren en dat bij hogere concentraties weer een rela­
tieve remming zou optreden (vergelijk hoofdstuk 5)· 
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Slechts in êên geval werd een significant effect op V en К gevonden; Ъц 
één waarneming met 5 шМ DNP (pH 6,65) was namelijk V significant verlaagd 
en К significant verhoogd t.o.v. de bijbehorende blanco (pH 6,66), de 
toets is hier niet weergegeven. De veranderingen zijn echter maar klem en 
de parameters liggen toch ruimschoots binnen het 95% waarschijnlijkheidsge-
bied van andere blancowaarden in tabel I, zodat we mogen concluderen dat 
een hoge DÏÏP-concentratie in het medium geen remming van de fosfaatopname 
geeft. 
DISCUSSIE 
De hier beschreven waarnemingen bevestigen de waarneming van JAGER & BORST 
PAUWELS dat DMP binnenin de cel zijn werking uitoefent. By verhoging van 
de pH in het medium neemt de mate van remming af, zie fig.l. Dit correspon-
deert met een afname van de accumulatieratio van DKP bij hogere pH in het 
2 7 
medium ' . Er blijft dus meer DKP m het medium, er komt minder m de cel en 
daardoor wordt de remming minder. 
Verder werd gevonden, dat zeer hoge DNP-concentraties, die binnenin de cel 
volledige remming gegeven zouden hebben, in het medium geen of bijna geen 
effect sorteren. Gaat men er vanuit dat DMP de fosfaatopname remt doordat 
het een daling van de effectieve concentratie van Ύ teweeg brengt, dan be­
tekent dit resultaat dat У geen algemene anionencarrier is en kan deze hypo­
these dus geëlimineerd worden. 
SAMENVATTING 
Hoge concentraties DNP—ion m het medium gaven Ъц hoge pH (waarbij de gist-
cel maar weinig DNP opneemt) geen remming van de fosfaatopname. Dit is een 
argument tegen de mogelijkheid dat de door BORST PAUWELS & JAGER gepostuleer­
de stof "Y" een algemene anionencarrier zou zijn met affiniteit voor zowel 
het fosfaation als het DKP-ion. 
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HOOFDSTUK 5 
HET EFFECT VAK BUTYRAAT OP DE AhAERCBE FOSFAATOPNAME 
INLEIDING 
(л 7 'ζ R 
Butyraat en andere vetzuren remmen de aërobe ' en de anaërobe fosfaat-
opname door bakkersgist en de aërobe fosfaatopname bj hogere planten . 
LEGGETT vond bij bakxersgist een competitieve remming van de aërobe fosfaat-
4 
opname door jj-nydroxybutyraat en HAGEN e.a. vonden hiermee by gerstewor-
tels een met-competitieve remming onder condities, waarbij een tweevoudig 
opnamemechanisme voor fosfaat wordt aangetroffen, zie verder hoofdstuk 7· 
BORST PAUWELS ά JAGER5 vonden bi,, bakkersgist met acetaat hetzelfde type 
remming van de anaërobe fosfaatopname als met DNP, waarbij V en К beide ver­
laagd worden, maar К in mindere mate, op grond waarvan ze de stof "Y" pos­
tuleerden. Zoals in hoofdstuk 2 nader is aangegeven, is er ten aanzien van 
Y geen zekerheid. Y zou geen ATP als zodanig zijn, maar een hoog-energetisch 
intermediair of een aspecifieke anionencarrier , of zou kunnen samenhangen 
2 
met de cel-pH . In het vorige hoofdstuk is al aangetoond, dat DNP aan de 
buitenzijde van de gistcel niet remt, zodat er geen indicatie is, dat Y een 
aspecifieke anionencarrier kan z\]n. JAGER 4 BORST PAUWELS hebben aannemelyk 
gemaakt, dat ook Ъц de remming van de fosfaatopname door mierenzuur of boter-
zuur een dergelijke indicatie ontbreekt. 
2 
BORST PAUWELS à DOBBELMAÏÏN vonden nu dat lage concentraties boterzuur 
(ongeveer 1 шМ) stimulerend werken op de maximale snelheid van de fosfaat­
opname, terwijl pas remming optreedt bij hogere butyraatconcentraties. De con-
centratie-afhankelijkheid van deze effecten bleek verder nog een functie van 
de préincubatietijd te zijn. Afname van de préincubatietijd van 5 (vergelijk 6) 
minuten naar 1 minuut leidde tot een verschuiving van die afhankelijkheid naar 
2 
lagere butyraatconcentraties . 
PROBLEEMSTELLING 
Er werd nagegaan of de stimulering door lage concentraties butyraat (bij 1 en 
5 minuten préincubatie) aan een toename van de waarde van Y kan worden toe-
geschreven - waarbij dus ook de К toeneemt - of dat het hier een ander effect 
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betreft, waarbij alleen V betrokken is. Tevens werd onderzocht of er tegelijk 
met de stijging van de snelheid van de fosfaatopname ook andere processen 
worden beïnvloed, met name of de snelheid van glycolyse toeneemt en of het 
ATP-niveau verandert. Ook de cel-pH werd in dit onderzoek betrokken. 
RESULTATEN 
Effecten van butyraat op V en К van de fosfaatopname 
In fig.l is te zien hoe V en К beïnvloed werden door verschillende Ъегіп-
m ° 
concentraties van butyraat in het medium na 1 en 5 minuten préincubatie. 
boterzuurconcentratie (IDK) V 
Fig.l Tig.2 
Fig.l V en К van de anaërobe fosfaatopname bij verschillende boterzuurcon-
c.entraties na 1 en 5 minuten préincubatie 
4$ gist werd 3 dagen uitgeput in 0,1 M Na-citraat buffer pH 4»5 met; 10 
mM KCl en na lx wassen in dit medium werd 0,11$ gist hierin 1 uur gepré-
incubeerd met jfo glucose onder stikstof, waarna 1 of 5 minuten extra 
werd geïncubeerd met blanco, 0,5f 1, 2, 4 of 8 mM (direct na menging) 
boterzuur en dan de fosfaatopname werd bepaald met 1 en 20 fM KH_P0. 
bij 0,095$ gist. Temperatuur 25 C. V in arbitraire eenheden, К in μΜ« 
Open symbolen 1 minuut, dichte symbolen 5 minuten préincubatie; 
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Fig.2 Het verband tussen К en V bij verschillende boterzuurconcentraties 
Gegevens uit fig.l. Gebruikte symbolen:01 minuut préincubatie; 
• 5 minuten. Bijzonderheden zie fig.l. 
Zowel V als К namen toe bij toename van de butyraatconcentratie tot een maxi­
mum van ongeveer ICffo boven de blanco en namen dan weer af bij hogere buty-
raatconcentraties. Maximale stimulering werd na 1 minuut préincubatie bereikt 
met 0,5 шМ butyraat en na 5 minuten met 1 mM butyraat. 50$ remming werd be­
reikt met ongeveer 4 mM butyraat na 1 minuut, met ongeveer 8 mM butyraat na 
5 minuten. Tig. 2 laat zien, dat er een lineair verband bestaat tussen К 
en V met een intercept van ongeveer 1,5 μΜ. 
Het effect van 1 mM butyraat op de glycolyse, het ATP-niveau en de cel-pH 
Zoals uit tabel I blijkt, trad een stimulatie van de anaërobe CO„-productie 
van lifo op o.i.v. 1 mM butyraat. Bij de manometrische bepaling bleek dat de 
glycolysesnelheid na toevoeging van butyraat gedurende minstens JO minuten 
stationnair was. Uit tabel I blijkt ook, dat het ATP-niveau Ijfa significant 
verhoogd was o.i.v. 1 mM butyraat. Verder blijkt uit deze tabel dat de cel—pH 
niet significant was veranderd na б minuten préincubatie met hetzjj 0,5 of 
1 mM boterzuur. 
TABEL I 
De invloed van butyraat op de glycolyse, het ATP-niveau en de cel-pH 
4$ gist werd 1 dag uitgeput door aëratie in 0,1 M Na-citraat buffer pH 4»5 
met 10 mM KCl, lx gewassen in dit medium en als ifo gist gedurende 1 uur ge-
préincubeerd met 3% glucose onder stikstof, waarna 6 minuten extra werd ge-
incubeerd met 1 mM boterzuur of blanco en monsters werden genomen voor de 
cel-pH en de ATP-bepaling (zie hoofdstuk l). Temperatuur 25 C. De C0.-pro-
ductie (als maat voor de glycolyse) werd gedurende 30 minuten na toevoeging 
van butyraat (vanuit het zijvaatje van de Warburg) gemeten en is aangegeven 
in $ van de CO -productie gedurende de laatste 30 minuten van de préincuba-
tie met glucose en 0,2$ gist. ATP-niveau als fo van de blancowaarde. 
б 




1 mM boterzuur 107,6 
stimulering CO -productie 
ЛТР 
blanco 100 
1 mM boterzuur 115 
cel-pH 
blanco 6,90 
0,5 mM boterzuur 6,85 
1 mM boterzuur 6,85 
DISCUSSIE 
Het verband van de stimulering en de remming van de fosfaatopname met de 
butyraatconcentratie 
Er werd een stimulering (V en К verhoogd) door 1 mM butyraat na 5 minuten 
préincubatie (fig.l) waargenomen, die bij hogere concentraties eerst teniet 
werd gedaan - bij 2,5 mM had butyraat geen effect op V en bij 4 mM niet op К -
en dan overging in een remming. Ma 1 minuut préincubatie stimuleerde 0,5 mM 
butyraat, 0,75 mM had geen effect en hogere concentraties remden. Stimule-
ring bij lage concentratie en remming bij hoge concentratie werd ook gevonden 
7 
met acetaat . Met boterzuur werd een lineair verband gevonden tussen К en V, 
zoals reeds eerder was gevonden met acetaat en DKP . 
d.f. STUDENT'S t-toets 
0,52 3 
2,75 4 
шл ^ . 
6,6 2 
3,7 3 
F^ = 28 t 7 
11$ 
^ = 3,30 t , 
i,70 S 
0,092 7 PJ = 2,90 t 1 1 = 1,09 $ 
0,054 4 
0,074 6 F? = 1,55 t = 1,15 $ 
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De glycolyse, het ATP-niveau en de cel-pH 
Het ligt voor de hand dat de verhoging van het ATP-niveau verklaard kan 
worden door een verhoogde ATP—productie bij de stimulering van de glycolyse. 
Daar V en К beide gestegen z^n, mag worden aangenomen dat de waarde van Y 
eveneens is verhoogd. 
De cel-pH was nagenoeg niet gedaald na toevoeging van lage concentraties 
hoterzuur. Dit zou erop kunnen duiden dat de waarde van Y is veranderd, zon­
der dat de cel-pH veranderde. Er moet echter wel opgemerkt worden, dat het 
hier gaat om relatief kleine veranderingen in de waarde van Y van ongeveer 
lOfo. Het is zeer goed mogelyk dat een kleine toename in de cel-pH паЪц de 
plasmamembraan gecompenseerd wordt door een afname van de pH in één van de 
andere celcompartimenten, b.v. de mitochondnën, t.g.v. preferente accumula-
tie van boterzuur. 
SAMENVATTING 
Lage concentraties butyraat gaven onder anaërobe condities een verhoging -
ZJJ het een kleine - van V, К en het ATP-niveau en een stimulering van de 
glycolyse. Men mag aannemen dat de waarde van "Y" - gepostuleerd door BORST 
PAUWELS & JAGER - is gestegen. De cel-pH veranderde niet significant. 
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HOOFDSTUK б 
HET EPF3CT VAN OLIGOMYCINE EN N.N'-DICYCLOHEXYLCARBODIIMIDE (Беев) 
OP DE ANAEROBE EN DE AEROBE FOSPAATOPKATCE 
INLEIDING 
De kinetiek van de ronoring van de fosfaatooname kan verklaard worden met de 
theorie van de stof Y , welke reeds werd besproken in hoofdstuk 2. Van de 
drie besproken hypothesen t.a.v. de identiteit van Y werd m hoofdstuk 4 
de hypothese uitgesloten, dat Y een aspecifieke anionencamer is met 
affiniteit voor DNP. De tweede hypothese, namelijk dat Y afhangt van de cel-
pH, werd reeds besproken in hoofdstuk 2, waar naast de toename van de cel-
pH een toename van de К werd waargenomen na toevoeging van glucose aan 
niet-metaboliserende cellen. De gegevens uit hoofdstuk 3, waarin de afhan­
kelijkheid van de kmetisc-ie parameters van de fosfaatopname van de medium-pH 
werd besproken, pasten zeer goed in een transportmodel, waarbj Y een functie 
van de cel-pH is. Toch sluiten deze waarnemingen de derde hypothese, namelijk 
dat Y een hoog-cncrgetisci intermediair is, nog niet uit. Het is zeer goed 
mogelijk dat de vorming of ontleding van dj-t intermediair afhangt van de cel-pH. 
17 
Door SLATER & TER WELLE is aangegeven (schema l) hoe uitgemaakt kan worden 
of b)„ een bepaald proces de energie geleverd wordt door ATP of door de 
"energy pressure", welke term een meer algemene benaming is voor het hoog-
energetisen intermediair, jn het midden latend of de vrje energie beschikbaar 
komt vanuit een energierijke veromding of vanuit een of andere energierijke 
toestand. 
Oligomycm 
Respiratory chain*—^Energy pressure *-
phenol) 
Dissipation 
( Dim tro  1 ) 
-¿ATP (l) 
4/ 
Oligomycine is een specifieke remmer van het ATP-ase dat de energie-о ег-
9 
dracht naar ADP katalyseert . Een analoge werking heeft DCCD. Dit is gevonden 
2 14 
zowel bij dierlijKe mitochondria als bi,, bakkersgist . 
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PROBLEEMSTELLING 
Met schema (l) is duidelijk dat, wanneer de energie voor de fosfaatopname 
geleverd wordt door de "energy pressure", oligomycine of DCCD geen direct 
effect heeft op de aërohe fosfaatopname, terwijl bij de anaërobe fosfaatopna-
me, waarbij ATP gevormd wordt via de glycolyse, remming zal optreden, omdat 
dan de omzetting van ATP in "energy pressure" wordt geblokkeerd. Als ATP 
daarentegen de energie voor de fosfaatopname levert, is er geen remming van 
de anaërobe fosfaatopname te verwachten, terwijl juist de aërobe fosfaatopna-
me zal worden geremd. Onder anaërobe condities zal dan in aanwezigheid van 
ontkoppelaar een deel van het ATP verloren gaan via omzetting in "energy 
pressure" en daaropvolgende dissipatie door de ontkoppelaar (b.v. DNP). 
De omzetting van ATP wordt tegengegaan door oligomycine of DCCD zodat dissi-
patie van de energie onder invloed van de ontkoppelaar daardoor wordt tegen-
17 gegaan . 
Het effect van DCCD op de aërobe en de anaërobe fosfaatopname zal nu worden 
nagegaan, alsmede het effect van DCCD op de remming van de fosfaatopname door 
DNP. Tevens zal het effect van oligomycine worden nagegaan. Ook het ATP-ge-
halte en de cel-pH zullen in het onderzoek worden betrokken. 
RESULTATEN 
Het effect van oligomycine en DCCD op de aërobe en de anaërobe fosfaatopname 
Uit tabel I blijkt, dat zelfs 100 ¿ig oligomycine nog geen remmend effect had 
op de aërobe of de anaërobe fosfaatopname. In hoeverre de geriage stimulering 
door lage oligomycineconcentraties, die onder anaërobe condities gevonden wer-
den, een reële betekenis hebben, is niet verder onderzocht. Verder blijkt uit 
tabel I dat de anaërobe fosfaatopname niet of nauwelijks geremd werd door 0,01 
tot 5 niM DCCD, terwijl 5 шМ DCCD de aërobe fosfaatopname sterk remde. Toename 
van de medium-pH leidde tot een sterkere remming van de aërobe fosfaatopname 
door DCCD (0,3 mM), zie fig.l. 
Wanneer aan aërobe gist, waaraan 0,3 шМ DCCD was toegevoegd, waardoor de fos­
faatopname voor ongeveer 50$ was geremd, 3% glucose werd toegevoegd en werd 
overgegaan op stikstofdoorleiding (anaërobe condities), werd de remming door 
DCCD weer vrijwel opgeheven, zie fig. 2. 
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TABEL I 
Het effept van cligomycine en DOOD op de aërobe en de anaërooe fosfaatopnamc 
4$ gist werd 1 dag uitgeput aoor aëratie in 0,1 M Ka-citraat buffer pH 4t5 
met 10 mM KCl, lx gewassen en in dit Tiedium als l'fo gist 1 uur anaëroob met 
3% glucose of aëroob met ifo ethanol gepréincubeerd. Daarna werd nog 6 minu-
ten extra geïncubeerd mot of zonder oligomycine of DCCD in de aangegeven 
concentratie in 0,96$ ethanol. De snelheid van de fosfaatopname door 0,9$ 
gist (v) werd bepaald met 100 μΜ KH PO , aëroob dan wel anaëroob. Tempera-
tuur 25 C. Blanco A en В zijn duplo's bij één experiment, ν in mmoles.min . 
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Fig.l Не percentage remming van de aërobe fosfaatopname door DCCD bij ver-
schillende medium-pH's 
Condities als bij tabel I; de aërobe préincubatie en fosfaatopname 
werden echter uitgevoerd in 0,1 M Tris-citroenzuur buffer bij de aan-
gegeven pH. 0,3 шМ DCCD. Het percentage remming van de fosfaatopname 
(lOO μΜ fosfaat) is uitgezet tegen de medium-pH. 
Fig.2. Het verdwijnen van de remming van de fosfaatopname door DCCD bij over­
gang van aërobe naar anaërobe condities 
Condities zie tabel I. Na aërobe préincubatie en 6 minuten extra incu-
batie met 0,3 mM DCCD in 0,96$ of alleen 0,96% ethanol als blanco, 
werd met stikstofdoorleiding en toevoeging van yjo glucose overgegaan 
op anaërobe condities en de fosfaatopname werd bepaald 4» 14 of 58 
minuten na de overgang (t .. in de figuur). De snelheid van de 
fosfaatopname in aanwezigheid van DCCD is als $ van de blanco uitgezet. 
Het effect van DCCD op het aërobe en anaërobe ATP-niveau 
Zoals uit tabel II blijkt, werd het aërobe ATP-niveau voor ongeveer 50^ en 
het anaërobe ATP-niveau voor ongeveer 10$ significant verlaagd door 0,3 mM 
DCCD, een concentratie waarbij de aërobe fosfaatopname voor ongeveer 50$ 
wordt geremd. 
Het verband tussen de effecten van DCCD op het ATP-niveau en de remming van 
de fosfaatopname onder aërobe condities. 
In fig.3 is het effect van verschillende DCCD-concentraties op het ATP-
niveau en de constanten V, К en V/K van de aërobe fosfaatopname gegeven. 
Het ATP-niveau nam af bij toenemende DCCD-concentraties evenals V en К , maar 
m 
К in mindere mate, zoals ook te zien is aan de daling van de verhouding 
V/K . In fig.4 is te zien dat de remming van de fosfaatopname en de daling 
van het ATP-niveau duidelijk gecorreleerd waren. Ondanks de aanzienlijke 
precipitatie die DCCD in de suspensie gaf, traden dus concentratie-afhankelij­























Н cífVct van DCCD o-, i oz агисгоо^ г-n aërobe ATP-nivoau 
Condities zie tabel I. la de tr^^ncubatie (aëroob of anaëroob) werd nog 6, 
15, 30 of 60 manuten geïrciabeerd met 0,3 mT DCCD in etianol of rrot ethanol 
(eindcorcentratie 0,9670) a.ls ЪІапсо. hierna werden monsters van de ifo gist-
suspensie genomen voor de ATP-occalmg (zie hoofdstujt l ) . Teirperatuur 25 C. 
Aangegeven 7i
o
n de percent Agos met s.». (in 'fo) ; gemiddelde over alle ver­




DCCD  Г e. (duplo) m 
0 mM 00 ? 00 0 100 





0 mM 100 15,3 100 11,5 100 
0,3 ,, 61 13,9 45 5,5 47 
verschil 39 11,9 55 6,3 53 
t 3,2 S i , 8,6 S 
Het effect van DCCD op de cel-pH bij aërobe en anaërobe stofwisseling 
De cel-υΗ bleef onder anaërooe condities gedurende I5 minuten na toevoeging 
van 0,3 mM DCCD constant (hier n^et weergegeven). Bj aërobe condities daalde 
de cel-ph. o.i.v. deze DCCD-concentratie, zoals bljkt uit fig.5· 
Het gecombineerde effect van DCCD on DtJP op de anaërobe en de aërobe opname 
In tabel III is te zien dat 0,3 mM DCCD geen effect had op de anaërobe fos-
faatopname (vergeljk tabel l) en ook geen effect had op de remming door 0,03 
mM DNP. DNP remde in deze concentratie de aërobe opname veel sterker en deze 
remming werd niet tegengegaan door DCCD. 
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Fig.3 Het verband tussen de effecten van DCCD op het ATP-niveau en de remming 
van de aërobe fosfaatopname 
Condities zie tabel I. De fosfaatopname werd bepaald bij 3t3t Ю , 33 
en 100 ¿iM KH„P0.. Direct na de opname werden uit de nog aanwezige-
préincubatie-suspensie ifo gistmonsters genomen voor de ATP-bepaling 
(zie hoofdstuk l). ATP, V, К en V/K in f<¡ van de blancowaarden. 4
 ' ' ' m ' m ' 
Fig.4 Het verband tussen het ATP-niveau en V bij verschillende DCCD-concen-
traties onder aërobe condities 
Condities zie tabel I. ATP en V in 'fo van de blancowaarden. 
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TABEL ττι 
Het gecombineerde effect van DCCD en DKP op do anaërobe en de aërobe 
fosfaatopname 
Condities где tabel I. РгбіпсиЪа іе van Ο,ΙΙΙ/κ gist met yfo glucose onder 
stikstof (anaëroob) of mot 1$ ethanol met aëratie (aëroob), waarna met 0,96^ 
ethanol als blanco, 0,3 mM DCCD in ethanol, 0,03 πΜ BNP in ethanol of beido 
in ethanol б minuten extra werd gelncubeerd. De fosfaatopname werd bepaald 
met 0,095$ gist er. JO μΜ KF PO.. Aangegeven is de beginsnelheid van opname 















Fig.5 Het effect van DCCD op de aërooe cel-pH in áe tijd 
Condities zie tabel 1. Na de priincubatie werd 0,96$ ethanol als 
blanco of 0,3 mM DCCD in ethanol toegevoegd en werd de cel-pH op ver-
schillende tijdstippen (t, in min.) bepaald (zie hoofdstuk l). 
Gebruikte symbolen:O blanco; · DCCD. Gemiddelden van twee experimenten. 
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DISCUSSIE 
Не effect van oligomycine 
Uit tabel I blijkt duidelijk: dat oligomycine onder de toegepaste condities 
geen effect op de fosfaatopname had. Gistcellen zijn slechts onder bepaalde 
condities (lange behandeling in cultuur) permeabel voor oligomycine . 
Bij andere dan transportstudies werd gevonden dat bakkersgist gevoelig is 
voor oligomycine als de gist in aanwezigheid van oligomycine is gekweekt ' 
15 li 
' .Waarschynlijk was onder de hier beschreven condities de préincubatie 
met oligomycine veel te kort om voldoende opname van oligomycine te verkrijgen. 
De werking van DCCD 
Het experiment van fig.2, waarbij DCCD onder aërobe condities een remming van 
de fosfaatopname gaf, welke verdween bij het anaëroob maken van de gist, doet 
vermoeden dat de aërobe fosfaatopname wèl gevoelig en de anaërobe fosfaat-
opname niet gevoelig is voor het DCCD, dat naar men mag aannemen, in de gist-
cel was opgenomen. 
DCCD doet het ATP-niveau dalen onder aërobe condities en niet onder anaërobe 
condities. De concentraties waarbij de DCCD-effecten werden gevonden, zijn 
van dezelfde orde als die waarbij remming van de respiratie door bakkersgist 
werd gevonden bij pH 4>3 · Daarbij werd de gist ook slechts korte tijd geïn-
cubeerd en werd reeds na 90 seconden een effect op de respiratie gevonden, 
dat verder constant bleef. Dit komt overeen met de waarneming, dat het ATP-
gehalte, geobserveerd van 6 tot 60 minuten na toevoeging van 0,3 mM DCCD 
onder aërobe condities (tabel II) constant verlaagd bleef. 
De waarneming dat DCCD geen effect heeft op de remming van de anaërobe 
fosfaatopname door DNP, is in overeenstemming met de hypothese dat DKP 
onder anaërobe condities niet via de afbraak van een hoog-energetisch inter-
mediair zou werken . DCCD zou immers juist de aanmaak van een dergelijk in-
termediair moeten verhinderen, zodat er dan geen effect van DNP meer zou 
kunnen optreden of dit effect althans zou moeten worden tegengegaan. 
De veel grotere gevoeligheid voor DNP van de fosfaatopname onder aërobe 
condities, waarbij bekend is dat DNP als ontkoppelaar werkzaam is en dissi— 
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patie van de "energy pressure" goeft, w^st er ook op, dat DNP onder ana­
erobe condities op een andere manier moet werken. De hypothetische stof "Y" 
is volgens deze aanwiJzingOn dus beslist niet identiek met een hoog—energe­
tisch inOermediair. Het blijft de vraag wat dan wel het effect van 2У.Р or.dor 
anaërobe condities is. Als de fosfaatopname niet gekoppeld is aan een hoog·-
energetisch intermediair onder anaërobe condities, kan het zijn dat de fos-
faatopname is gekoppeld aan de afbraak van ATP of dat de fosfaatopname ge-
heel geregeld wordt door de intracellulaire pH en de orthofosfaatconcentra-
tie, zoals volgens het transportmodel van hoofdstuk J. 
Het is opvallend dat DCCD (onder aërobe condities) ook aanleiding geeft tot 
een daling van de cel-pH. Na б minuten incubatie met 0,5 niM DCCD is die da­
ling ongeveer 0,08 pH-eenheden (fig.5) en dit correspondeert met 50$ remming 
van de fosfaatopname door deze concentratie DCCD onder aërobe condities. 
Een ongeveer even grote pH-verandering wordt gevonden bij 50$ remming van de 
anaërobe fosfaatopname door DNP (0,15 eenheden) . Bij 50$ remming van de an-
aërobe fosfaatopname door vetzuren wordt echter een veel grotere pH-verande— 
ring gevonden (0,41 eenheden) evenals bij de overgang van resting cells naar 
anaërobe glucose cells - zie hoofdstuk 2 - waarbij de waarde van Ύ (afgeme­
ten aan de К ) met een factor 2 toeneemt en de pH met 0,46 eenheden. 
De remming van de aërobe fosfaatopnane door DCCD kan dus waarschijnlijk niet 
alleen op grond van de pH-daling verklaard worden. 
Het effect van DCCD en oligomycine bij andere transportstudies 
7 8 
Bij de studies van HAH0LD & BAARDA1' over het effect van DCCD bij Strepto-
coccus faecalis, een bacterie die geen respiratie heeft, is gebleken dat 
Q 
DCCD de fosfaatopname remt en de cel-pH verlaagt , terwijl de glycolyse de 
enige energiebron is. 
De aërobe fosfaatopname door de mariene fungus Thraustochytrium wordt voor 
50$ geremd door ongeveer 1,5 Jig/ml oligomycine . De aërobe fosfaatopname 
door maïswortels wordt ook geremd door oligomycine . De remming van de fos-
faatopname wordt hierbij voorafgegaan door een remming van de mitochondriale 
ATP—synthese. Behandeling met 20 μg/ml oligomycine zonder voorbehandeling 
resulteerde na een opnameperiode van 4 minuten in een reductie van 34$ in 
het ATP-niveau, terwijl de opgenomen hoeveelheid fosfaat niet was afgenomen. 
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Na voorbehandeling (15 minuten) met oligomycine en by langere opnamoperioden 
(15 minuten) was ook de fosfaatopname geremd, maar m mindere mate dan de 
ATP-synthese. Deze resultaten suggereren volgens de auteurs dat ATP de ener-
giebron is voor de fosfaatopname by maïswortels. Een verschil met bakkers-
gist is dat oligomycine snel door de naïswortels wordt opgenomen. Dat is 
ook het geval by gerstewortels, waarby gevonden werd dat de aërobe chloride-
opname binnen de eerste 2 minuten van de incubatie met oligomycine (2 pg/ml) 
geremd werd . De remming werd sterker tydens de incubatie en was na 10 m i -
nuten constant. Het A T P - m v e a u daalde o.i.v. oligomycine, zodat misschien 
ook de chloride-opname van energie wordt voorzien door mitochondnaal gevormd 
A T P 1 1 . 
Andere effecten van DCCD by bakkersgist 
DCCD remt de respiratie by bakkersgist . De remming is voor een deel (maxi-
maal ongeveer 30$) volgens het "oligomycme-type", zo genoemd omdat TOBIN à 
Ί fì 
SLATER by dierlyke cellen door oligomycine een maximale inhibitie van onge-
veer 30$ vonden. Deze remming is aan de hand van schema (l) begrypelyk te 
maken. Als de omzetting van "energy pressure" in ATP volledig geblokkeerd 
wordt o.i.v. DCCD en er treedt geen dissipatie van energie op in afwezigheid 
van ontkoppelaar, geeft dit een terugslag op de respiratieketen die in even-
ly 
wicht is met de "energy pressure" . Volledige remming van de respiratie 
treedt niet op omdat de "energy pressure" toch nog de energie levert voor 
andere processen en dus door de respiratie "aangevuld" kan worden. De rem-
ming van de respiratie volgens het oligomycine-type kan volledig opgeheven 
worden door toevoeging van een ontkoppelaar m voldoende hoge concentratie. 
Na toevoeging van de ontkoppelaar СССР (carbonylcyanide m-chlorophenylhydra— 
zon) blyft de D C C D - r e m m m g van de respiratie by bakkersgist voor een deel 
aanwezig. Dit gedeelte van de remming wordt "additionele remming" genoemd 
12 
en kan in verband met de sterke chemische activiteit van DCCD waarschyn-
lyk worden toegeschreven aan de aspecifieke remming van andere stofwisselings­
processen m de gistcel. De anaërobe glucosefermentatie wordt door 20 en 100 
jM DCCD respectievelyk 8 en 15$ geremd en dit zal vermoedelyk de reden 
zyn waarom bi,, 300 μη DCCD een geringe verlaging van het anaërobe A T P - m v e a u 
gevonden werd (tabel I I ) . 
о 
SAMENVATÏIÎiG 
Oligoirj'Cine had βοοη of f cet ΟΌ do anaëiobo en do aërooo f Oofaat орпалі". Ье 
word vernordolJjk ш е door de gasteel opgeronen. DCCD rende de aërobe Гоз-
faatopnamp wol en de anaërobe riet. DCCD hief do remnirg van de anaërobe 
fosfaatopname dooi: DKP mot op. Tegelijk mot de romiring van de fosfaatopname 
werd ondor anaërobe condities eon daling van het ATF-mveau en van de cel-pK 
o.i.v. DCCD gevonden. 4et effect op de cel-pK is te klem om de remming van 
de fosfaatop^ame te kunnen verklaren. De stof "Y" is waarscn^ jnlijk geen hoog-
energetisch intermedian. 
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riOOFDSTuX 7 
HET TYPE 1 EK 2 OPÎ'AMEKEC'HAÎUSrffi 
INLEIDING 
De concentratie—afhankelykheid van de beginsnelheid van de opname van som-
mige anionen door gist, groenwieren en hogere planten is niet altijd met een 
enkele Michaëlis-Menten vergelijking te beschrijven. In vele gevallen is dit 
bij benadering wel mogelijk bij lage concentraties, maar niet meer bij hogere 
concentraties. De opname—isotherm komt niet meer overeen met een enkel-
4 9 / 
voudige Langmuir-isotherm en levert in de Eady - of Hofstee-plot (v tegen 
v/S) geen rechte lijn meer op met intercept V en richtingscoëfficient Κ , 
maar geeft een kromme. Dergelijke isothermen worden ook gevonden bij reacties 
met 1 substraat on meer dan 1 enzym. Voor de reactie van 1 substraat met 2 
q 
enzymen gaf HOFSTEE een grafische analyse aan, om de afzonderlijke maximale 
snelheden en affiniteitsconstanten te bepalen. Analoog hieraan is de concen-
tratie-afhnakelijkheid van de fosfaatopname beschreven met 2 afzonderlijke 
transportmechanismen, type 1 met hoge affiniteit en type 2 met lage affini-
4. -4. ν · 4.13115 18 ... , , , 2,7,8,10,11,14,17,19 
teit, by gist , groenwieren en bij hogere planten 
12 
evenals bij gist de isotherm voor de arsenaatopname , bij hogere planten die 
11 5 
voor de sulfaatopname en voor de chloride-opname . De totale opnamesnel­




 vi + v2 = r-T-s + Г"Ts t1) 
m,l m,2 
Hierin zijn v, en v. de beginsnelheden van de opname via systeem 1 en 2, 
V., en К ., de constanten voor systeem 1 en V„ on К „ de constanten voor 1 m,l J 2 m,2 
systeem 2. Bij de fosfaatopname door gist, groenwieren en hogere planten 
-5 -3 heeft К .. een grootte-orde van 10 M en К „ van 10 M. 
m,l a m,2 
Door verschillende auteurs zijn afwijkende transportmechanismen beschreven. 
Zo werd de chloride-opname door plantenwortels weliswaar met een type 1 en 
2 opname beschreven, maar het type 2 werd weer onderscheiden in 3 afzonder­
lijke mechanismen met kleine affiniteitsverschillen . De sulfaatopname door 
gerstewortels werd beschreven met 1 transportsysteem met 8 verschillende 
fasen . By bepaalde sulfaatconcentraties zou dit transportsysteem van fase 
veranderen. Voor de aërobe fosfaatopname door bakkersgist is nog een derde 
θ? 
—С transportproces (К 10 M, zoor lage V) boschreven эі^  lage ¿'lucosoconcen-
traties ' . 
PROBLEKKSTELLING 
In hoofdstuk 3 werd aangetoond, dat de pH-aihankelijkheid van de type 2 opna-
me wat betreft V dezelfde is, als de pH-afhankelijkheid van de type 1 opname. 
Dit suggereert dat beide processen sterk op elkaar lijken, ondanks het feit 
dat de "affiniteiten" van fosfaat tot beide transportmechanismen een factor 
100 verschillen. Er werd nu nagegaan of deze gelijkenis ook opgaat voor het 
effect van remmers als vetzuren (butyraat) en ontkoppelaars (ШР). Beide ty­
pes stoffen verlagen zowel V als К bij het type 1 opnamemechanisme . Dit ty­
pe inhibitie werd nader besproken in hoofdstuk 2 en 4 en een mogelijke ver­
klaring hiervoor werd aan de hand van een transportmodel in hoofdstuk 3 ge­
geven. Voorts werd nagegaan of het wel noodzakelijk is om twee verschillende 
transportsystemen aan te nemen om de opname-isotherm te kunnen beschrijven 
en in dit hoofdstuk wordt hiervoor een alternatief gegeven. 
STATISTISCHE ANALYSE 
,r .,11*·+ ι + ·+ л -·+ + 2,7,8,10,11,13,14,15,17,18 Wanneer men de Hofstee-plots uit de _iteratuur ' ' ' ' ' 
nader bekijkt, blijkt dat er in het algemeen een aanzienlijke spreiding van 
de meetpunten is. Dit betekent, dat de vermelde waarden van V en К onzeker 
en min of meer arbitrair zijn. Dit geldt vooral voor de type 2 opname. Een 
bezwaar van de grafische analyse van de Hofstee-plots is, dat deze geen in­
zicht geeft in de mate van betrouwbaarheid van de geëvalueerde waarden. 
Daarom werd van de grafische analyse afgezien en de voorkeur gegeven aan 
een statistische methode. Hierbij worden de 4 kinetische constanten via een 
3 
aangepast computerprogramma van CLELAKD zodanig berekend, dat optimale aan-
passing aan de meetgegevens wordt verkregen. Een uitvoerige beschrijving van 
deze methode wordt gegeven in hoofdstuk 1, appendix I. Bi, de evaluatie van 
de meetgegevens werd ook rekening gehouden met de betrouwbaarheid van de ge-
meten opnamesnelheid ν bij iedere gegeven concentratie, waarvoor de gebruike­
lijke maatstaf het "gewicht" is, dat is de reciproke variantie. 
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Het gemiddelde en de standaardafwijking van deze v-waarden zijn doorgaans be­
kend met 5 vrijheidsgraden. De uiteindelijke constanten К ., V,, К „ en V_ 
• m,l* 1 m,2 2 
zijn tenslotte berekend met de standaardafwijking als maat voor hun betrouw­
baarheid. Deze maat wordt dus in de eerste plaats bepaald door de betrouw­
baarheid van de v's en in de tweede plaats door de mate van aanpassing of 
anders gezegd, de restspreiding rond de aangepaste curve. Voor verderede­
tails betreffende opzet en analyse zij verwezen naar hoofdstuk 1. 
RESULTATEN 
Om twee naast elkaar verlopende fosfaatopnameprocessen (type 1 en 2) te kun­
nen aantonen moet de gist eerst voorbehandeld worden met fosfaat. De snelheid 
van de fosfaatopname door de aldus verkregen fosfaatrijke gist is echter niet 
constant, maar neemt toe met de tyd van opname. Dit resulteert in een niet-
lineair verband tussen de hoeveelheid opgenomen radio-actief fosfaat en de 
tijd van opname. Het is dan moeilijk om beginsnelheden te evalueren uit de 
meetgegevens. Wanneer men daarentegen de cellen enige tijd na de accumulatie 
van het inactieve fosfaat (tijdens de voorbehandeling) incubeert in een fos­
faatvrij medium, vindt men een normale rechtlijnige opnamekinetiek. Uit tabel 
III (appendix lil) blijkt dat men verschillende voorbehandelingen van de gist 
kan toepassen teneinde duidelijk twee opnameprocessen te verkrijgen. Kennelijk 
is de snelheid van de type 1 opname veel sterker afhankelijk van de préincu-
batie dan de snelheid van de type 2 opname. Dit blijkt duidelijk uit een ver-
gelijking van de V-waarden. К _ wordt hier niet in de beschouwingen betrokken, 
want zoals duidelijk blijkt uit de tabellen lil - V (appendix lil) zijn de waar­
den van К - niet erg betrouwbaar, hetgeen tot uiting komt in de relatief 
hoge variatiecoëfficienten. Dit geldt niet voor V . 
De resultaten van de inhibitiestudies zyn ook in tabel I weergegeven en ver-
der in fig.l en 2. Het bleek dat DÏÏP zowel V. als К . verlaagde, waarbij het 
effect op ./К . niet geheel duidelijk was (tabel I, fig.l). Uit inhibitie-
toetsen (appendix III, tabel VI, theorie zie hoofdstuk l) bleek dat de ver­
laging van К . steeds significant was, dat de verlaging van V. significant 
was bij 0,04 en 0,06 mM DNP en dat een significante verlaging van V-./K . al­
leen optrad bij 0,06 mM. De verlaging van V door DNP was eveneens zeer duide 
lijk (tabel I, fig.l) en steeds significant (tabel Vi). 
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TABEL I 
De waarden van К . , V-, , Κ „ en ^ o.i.ν. verschillende voorbehandelingen 
m,l' 1' m,2 2 
met fosfaat er. zonder fosfaat er. het of f eet van DN Ρ en boterzuur op dezo 
parameters 
Voor condities en gedetailleerde gegevens /.ie appendix III, tabel I1I-VII. 
D = DNP; В = Butyraat. De aangegeven concentraties zijn beginconcentraties. 
t+ is de préincubatietijd (in min.) in aanwezigheid van 3 mM fosfaat en }% 
glucose, t- is de daaropvolgende pr6iicubaLietijd zonder fosfaat Tiet alleen 















































0 mM D 4,62 2,38 186 2,54 0,515 13,7 1,07 
0,03 D 3,84 2,22 257 1,19 0,577 4,65 0,538 
0 mM D 6,67 2,61 755 2,12 0,391 2,81 0,812 
0,04 D 3,04 1,13 610 1,19 0,371 1,95 1,06 
0 mM D 6,80 3,93 І63З 3,34 0,578 2,05 0,850 
0,06 D 1,25 0,540 58,8 0,591 0,431 10,0 1,10 
0 mM В 7,03 1,64 288 1,63 0,233 5,66 0,997 
3 В 3,45 1,12 0,325 
0 mM В 7,87 4,56 279 2,64 0,579 9,46 0,578 
3 (herh.) 6,11 2,84 0,466 
0 mM В 4,80 2,57 H l 3,76 0,535 33,8 1,47 
3,33 В 6,75 2,13 0,316 
0 mM В 14,8 2,50 975 1,08 0,169 1,11 0,432 
4 В 4,14 0,821 0,198 
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Fig.l Het effect van verschillende DNP-concentraties op V ,Κ
 η
, V /Κ _ 
A. Il l щ J- 'ί· 111 m J-
en V2 
Gond ities ZIP appenaix III, tabel IV. Gebruikte symbolen: О — К ,; 
-1 -1 т ' 
• — .;Х V-,/Κ η » Δ — _. V, en „ m mmoles.mm .kg (drooggewicht) , 
К . in μΜ. Het intercept is voor elke coistante het berekende gewo­
gen gemiddelde. Bij de aanpassing van de lijnen werd rekening gehouden 
o 
met de gewichten van de punten (l/s.e.) . 
Fig.2 Het effect van 
verschillende butyraat-
concentraties op V., 
Κ
 Ί
 en VjK ... 
m,l Г m,l 
Condities zie appendix 
III, tabel V. Overige 




i g . 3 Hoí ' s toe-p lo t mot en zonder 
0 ,04 mil DIÎP. 
Gond i i i e s z i e appendix - . 1 , 
t a b e l IV. De get rokken l i j -
nen zijn Ъегекога n o i de ce— 
gevens van labe 1 I (irodel l ) 
Gebruikte зушооіеп:O b l a n c o ; 
• geremd, ν in minóles.min 
kg (droo^íjewicht) , S i n pH. 
Fig.4 Hofstee-plot met en zonder 
4 шХ boterzuuT. 
Condities zie appendix III, 
tabel V. De getrokken lijnen 
zijn berekend met de gegevens 
van tabel Τ (model l). 
Gebruikte symbolen en een­
heden, zie fig.J. 
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Fig.3 laat do Hofstee-plot zien van do fosfaatopname in aanwezigheid van 
0,04 mK DKP met de bijbehorende blanco. De getrokken l.jn is berekend met 
de aangepaste kinetische constar.ben en ligt overal binnen 5$ van de meet­
punten en ruim binnen het 95/^  waarsehijnlykheidsgebied van elke ν (de ge­
middelde s.e. van de v's is 5^)· Deze figuur toont aan dat de concentratie-
af hankelljkheid van de fosfaatopname bijzonder goed te beschrijven is met de 
aanname van 2 verschillende transportsystemen (vergelijking l). 
De effecten van butyraat op de type 1 en 2 fosfaatopname zijn aangegeven 
in tabel I en fig.?. Zoals uit fig.4 en 5 (appendix III) blijkt, is de Hof­
stee-plot bij de toegepaste butyraatconcentraties "gedeformeerd" door rela­
tief lage v's bij hoge fosfaatconcentraties. Er was geen enkele indicatie 
meer voor het optreden van de type 2 opname en daarom zijn in tabel I geen 
waarden voor V_ en К _ aangegeven. Voor de berekening van V, en К , wer­
den de v's gebruikt van het "niet gedeformeerde" gedeelte van de Hofstee-
plot (zie als voorbeeld fig.4)· De effecten van butyraat op de type 1 opna­
me leken op die van DNP (zie tabel I en fig.2); V en К waren beide ver­
laagd. Uit de inhibitietoetsen (appendix III, tabel Vil) blijkt dat de da­
ling van V. en К . ook significant is. Er is één uitzondering, namelijk bij 
3,33 шМ boterzuur, maar deze kan beter buiten beschouwing gelaten worden 
vanwege de abnormaal slechte aanpassing van V.. en К . bij de corresponderen­
de blanco, zie de variatiecoëfficienten in appendix III, tabel V. Ook bij 
boterzuur was het onduidelijk wat het effect op V.,/K . was. 
r
 1' m,l 
DISCUSSIE 
De statistische analyse van de meetgegevens 
Zoals duidelijk te zien is in de verschillende tabellen is de onzekerheid 
in de waarde van К _ zeer groot. Dit blykt enerzijds uit de grote variatie-
coëfficiënten van de waarden afzonderlijk en anderzijds uit de grote variaties 
van de blancowaarden (tabel l). Dit is in overeenstemming met wat in de li-
teratuur beschreven is, alleen is hier de onzekerheid in К _ quantitatief 
m,2 
uitgedrukt. V^ blijkt wel voldoende betrouwbaar te zijn. 
Het grote verschil in betrouwbaarheid tussen К „ en V 0 kan als volgt verdui-
m,2 2 
deli jkt worden. К en V. zijn betrouwbaar a a n g e p a s t en daarom zou i n p r i n c i p e 
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v_ in (l) berekend kunnen worden via v_ = ν - v. (waarin dus v, uit Κ ,, 2 ¿ 1 L m,l 
V- en S is berekend), ν en ν hebben bepaalde toevalsvariaties. Deze zijn 
van weinig invloed op hoge waarden van v 9, omdat er een aanzienlijk verschil 
is tussen ν en v,. Bij lage waarden van ν echter, als het verschil in ν en 
v, klein is, spelen deze toevalsvariaties een zeer belangrijke rol en is v. 
daardoor in hoge mate gestoord. Het verzadigingsniveau (V„) is dus vol­
doende nauwkeurig bepaald, terwijl de halfwaardeconcentratie (К „) mede be­
paald wordt door de waarden van v_ met relatief grote spreiding, die men 
vindt bij lagere fosfaatconcentraties· 
Naast de toevalsvariaties in v, welke bij de aanpassing van de parameters 
een bepaalde toevalsvariatie in de schattingen van V,, К ., V_ en (vooral) 
К _ teweeg brengen, is er ook een toevalsvariatie in de gemeten parameters. 
Deze is van een andere orde, wat zonder meer al te zien was aan de verschil­
len in ligging en vorm van de diverse Hofstee-plots (hier niet weergegeven). 
In tabel I komt deze variatie tot uiting in de blancowaarden bij de verschil­
lende experimenten (op verschillende dagen, met verschillende gistzendingen). 
Bij DMP (0,04 шМ) werd een experiment in triplo uitgevoerd en de onderlinge 
variaties in de blancowaarden (hier niet weergegeven) bleken hierbij minder. 
Effecten van de préincubatie 
Zoals uit tabel III blijkt, steeg V. met de totale duur van de préincubatie 
in aanwezigheid van glucose, terwijl V binnen de meetfout constant bleef. 
De toename van V. is vergelijkbaar met de toename van V bij préincubatie met 
alleen glucose onder condities, waarbij we alleen type 1 opname vinden. 
Zoals in hoofdstuk 2 reeds werd besproken, berust dit effect, voor zover 
К niet verandert, op een toename van E. . Dit was vooral duidelijk bij 45 mi­
nuten préincubatie met fosfaat (toename 150$). Ook bij 90 minuten préincuba-
tie met fosfaat is na correctie voor het effect van toename van Y ( te be-
rekenen uit de К .-toename met К = 1 iM en het lineaire verband tussen 
m,l s ^ 
К . en V., vergelijk hoofdstuk 2) de toename van E, (berekend uit V.) nog 
steeds 2&fo. Ket is de vraag waarom de carrier van het type 1 transportsys­
teem wel wordt aangemaakt (geïnduceerd) en die van het type 2 systeem niet. 
De inductie van het type 1 systeem wordt door de voorbehandeling met hoge 
fosfaatconcentraties onderdrukt. Dit blijkt uit het feit dat de V..-waarden 
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in tabel III na een préincubatietljd van totaal 105-210 minuten in aanwezig-
heid van glucose onder het niveau liggen van V na 60 minuten préincubatie 
met glucose zonder fosfaat (il mmoles.min .kg , fig.l van hoofdstuk 2) 
terwijl К , in tabel III niet onder het niveau van К onder die condities v
 m,l ш 
(10 pñ) ligt. 
De remming door DNP en butyraat van de type 1 opname 
De remming door DNP van de type 1 opname in aanwezigheid van de type 2 opna-
me verschilde niet van het type inhibitie, dat gevonden werd bij alleen de 
type 1 opname in aanwezigheid van DNP . Dit geldt eveneens voor de rermning 
door boterzuur, vergelijk hoofdstuk 5· 
De remming door DNP en butyraat van de type 2 opname 
Bij de type 2 opname werd alleen betrouwbare informatie over het effect van 
DNP op de maximale snelheid (V.) verkregen. DNP verlaagde V duidelijk, zoals 
het ook V. verlaagde. De gevoeligheid van beide opnameprocessen (type 1 en 
2) voor DNP was geli jk. Aangezien geen betrouwbare gegevens over ve rander ingen 
van К _ beschikbaar waren, kon niet uitgemaakt worden of het inhibitietype 
m,¿ 
by beide processen (type 1 en 2) gelijk was. In ieder geval zijn de waarneming-
en niet in tegenspraak met de mogelijkheid dat beide processen volgens het 
zelfde mechanisme door DNP geremd worden. 
Met boterzuur werd iets anders gevonden. Boterzuur verlaagde de snelheid van 
de type 2 opname dusdanig, dat dit type niet meer aangetoond kon worden. 
Dit impliceert dat de type 2 opname veel gevoeliger is voor boterzuur dan de 
type 1 opname. Bovendien werd ook de type 1 opname nog beïnvloed in die zin, 
dat bij hoge fosfaatconcentraties, waar de type 1 opname reeds verzadigd is, 
een geringere opname werd gevonden dan verwacht. Dit lijkt op een substraat-
inhibitie, die dan door butyraat geïnduceerd zou zijn. Een mogelyke alterna-
tieve verklaring voor dit merkwaardige verschijnsel wordt in appendix III ge-
geven. 
Vergelijking van de hier beschreven effecten met remeffecten bij beide types 
van de fosfaatopname die in de literatuur zijn beschreven voor DNP ' ' ' 
90 
en B-hydroxybutyraat ' ' is niet goed mogelijk omdat de meeste experimen­
ten onder аёгоЪе condities zijn uitgevoerd, terwijl dat bij dit onderzoek niet 
het geval was. Verder is bij deze literatuurgegevens ook de nauwkeurigheid 
in het algemeen te gering om uit te kunnen maken welk type remming optreedt 
bij het type 2 proces. Het type remming van de type 1 opname kon meestal wel 
1 fì 
worden vastgesteld. SIMONIS e.a. vonden bij Jiet groenwier Ankistrodesmus 
in aanwezigheid van 1,67 pM- BNP (pH 8,0) een competitieve remming van de 
aërobe type 1 fosfaatopname. Bij gerstewortels is het wel gelukt om het in-
hibitietype bij beide (aërobe) opnameprocessen vast te stellen in aanwezige 
heid van DNP (j jiM bij pH 4 ) . Dit bleek een competitieve remming te zijn , 
terwijl B-hydroxyboterzuur (0,1 mM bij pH 4»5) beide processen non-competi-
tief remt . 
Een algemene snelheidsvergelijking voor niet-lineaire Hofstee-plots 
Combineren we de twee afzonderlijke breuken in de snelheidsvergelijking (l) 
dan krijgen we 
(V..K „+VJÍ )S + (V..+ V j S 2 2 
_ 1 m.2 2 m.l 1 2 _ AS + BS / ·> 
V
 " К ,K . + (Κ
 Ί
+ К J S + s^ " С + DS +
 S ^ ^ 
m,l m,2 v m, l m,2 ' û û 
waar in dus A = V-,Κ
 0+V.K . ; В = ν Ί + V„; С = Κ ΊΚ „ en D = Κ Ί + К „ 1 m,2 2 m , l ' 1 2 ' m, l m,2 m,l m,2 
De aanpassing van de vier parameters V,, Κ ,, V_ en К „ voor de niet—li— 
i m,i ¿ m>2 
neaire Hofstee-plot volgens (l) komt eigenlijk neer op het aanpassen van de 
rationele kwadratische snelheidsvergelijking (2). Dit is een algemene snel-
heidsvergelijking, die niet alleen opgaat voor 2 afzonderlijke transportsys-
temen (vergelijking l), maar ook voor andere modellen, die dergelijke coëffi-
ciënten А, В, С en D kunnen opleveren. Als de beschrijving met 2 afzonderlij­
ke transportsystemen - vgl.(l) - opgaat, gaat de meer algemene vgl.(2) ook 
op; het omgekeerde hoeft echter niet altyd te gelden, zoals we bjj de "gede­
formeerde" Hofstee—plots met butyraat zullen zien. 
Als men eenmaal over een goede aanpassing beschikt, zoals b.v. in fig.3 
volgens vgl.(l) met de modelparameters van tabel I, dan kan men uit deze 
modelparameters de coëfficiënten А, В, С en D berekenen en er paxameters 
voor andere plausibele modellen van afleiden. In appendix III is daarvan 
een voorbeeld gegeven. 
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Het is duidelijk dat men er voor op moet passen de z.g. "dubbele" Hofstee-
plots steeds te interpreteren in termen van twee gelijktijdige onafhankelijke 
processen, omdat er ook andere beschrijvingen mogelijk zijn, die op een geheel 
ander transportmodel berusten. Vergelijking (l) is een bijzonder geval van (2). 
Als beschrijving met (l) mogelijk is, betekent dat in ieder geval dat deze be­
schrijving met (2) ook mogelijk is. Het omgekeerde geldt echter niet; voor het 
alternatieve model in appendix III bijvoorbeeld, waarmee ook de "gedeformeer­
de" Hofstee-plots met butyraat kunnen worden beschreven, gaat (2) wel op, 
maar aanpassing van (l) aan deze plots levert geen realistische waarden 
voor de constanten (negatieve К -waarden). 
Een totaal andere benadering van de "samengestelde" Hofstee-plots wordt ge-
20 21 geven door THELLIER ' uitgaande van een theoretische beschouwing op het 
gebied van de irreversibele thermodynamica. 
SAMENVATTING 
De fosfaatopname door gist is na voorbehandeling met fosfaat goed te beschrij­
ven met een gelijktijdig· type 1 en 2 transport via twee afzonderlijke fosfaat-
acceptors of carriers met verschillende affiniteit (model l). Een even goede, 
zoniet betere beschrijving geeft een model met transport via 1 acceptor of 
carrier met 2 gelijkwaardige fosfaatbindingsplaatsen (model II), zie appendix 
III. Volgens model I vertoonde het type 1 transport dezelfde karakteristie­
ken, ook bij remming door DNP of butyraat, als onder condities waarbij alleen 
dit type transport wordt gevonden, alleen was V. lager. De kinetiek van het 
type 2 transport was тоеііцк te bestuderen omdat de waarden voor К _ onbe­
trouwbaar bleken. Er viel echter wel te concluderen, dat o.i.v. DNP zowel 
V. als V„ en ook К . daalden. Het effect van butyraat was identiek, alleen 
kon de type 2 opname niet geanalyseerd worden met model I omdat de Hofstee-
plot in aanwezigheid van butyraat was "gedeformeerd". Préincubatie verhoogde 
wel V,, maar had geen effect op V?. Het type 1 transportsysteem wordt volgens 
model I waarschijnlijk geïnduceerd en het type 2 systeem niet. 
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ΑΡΡΕΝΌΙΧ III 
Een alternatief model voor de beschrijving van niet-lineaire Hofstee-plots 
Dit model berust op deaanname van slechts 1 acceptor, die twee gelijkwaar­
dige hindingsplaatsen voor fosfaat heeft. EPSTEIN, RAINS & ELZAM wezen 
reeds op deze mogelijkheid, maar zjj hebben dit punt niet verder uitgewerkt. 
22 23 
Door VOLKENSTEIN & GOLDSTEIN ' J werd dit model uitgewerkt i.v.m. enzymki-
netiek en zij noemden het een "cooperative process with two interacting 
sites". De bindingsplaatsen voor fosfaat zijn volkomen gelijkwaardig en er is 
een willekeurige volgorde van fosfaatbinding. Binding van een fosfaation S 
aan de ene plaats van de acceptor E geeft een complex E-S, aan de andere 
plaats geeft dit E S; binding- op beide plaatsen geeft E^S 
k i 




s + E ; = ^ E 2 S (4) 
k
- i 
s + E 1 S ^ E J S 2 (5) 
k3 






E..S *E + Ρ (7) 
E S »E + Ρ (8) 
2 k ¿ 
E^Sg-Í^E + 2P (9) 
ν ' = к Ej^ S + k 2 E 2 S + 2k E 2 S (lO) 
E. - E + E S + E 2 S + E 2S (11) 
U i t w e r k i n g van ( 3 ) - ( l l ) gee f t de s n e l h e i d s v e r g e l y k i n g * : 
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ν' = 





 ( 1 2 ) 
Κ
 Ί
 'К '+ 2К .'S + S 2 
Hierin is V,' = Sk-E, (E, is de totale concentratie van de acceptor), 
V.· is de fictieve maximale opnamesnelheid via binding van 1 fosfaatioa; 
V m 2k4Et· V i ' = ( k-l + k2)/kl en ^,2' = (k-3+ k4 ) / kr 
en V ' is de maximale opnamesnelheid via binding van 2 fosfaation, К -' is de 
affiniteitsconstante voor de binding van het eerste ion en К ' die voor 
m,2 
het tweede ion. Enige parameters voor de Hofstee-plot van (12) zijn hier af­
geleid en de Hofstee-plot wordt in fig.6 vergeleken met die voor (l). 
Bij zeer lage substraatconcentraties kan v' benaderd worden - zie (12) - door 
V'K »S V ' ' m ^ — , dus V/S = ^ - r (13) 
Κ ,'Κ ' * — " '" " κ
 Ί 
m,l m,2 m,l 
V.'KL 'S iv 'S 
Κ , 'К f+2K 'S = ¿K ,4 8 = ^ l ' - *Km,l,V,/S (U) 
_ -
 m,2 mfl 
bij wat minder lage substraatconcentratie geldt de benadering 
J!!,2 
"'m,! ^ , 2 
bij zeer hoge substraatconcentraties geldt tenslotte: 
,2 
= V (15) 
We zien dus (ij) dat in de Hofstee-plot (fig.6) het intercept met de v1/S as 
de waarde V,'/К .' heeft, de helling van het lage rechte stuk de waarde 
¿К ,' (14) en dit lijnstuk geeft naar links geëxtrapoleerd een intercept op 
de v' as met de waarde ¿V.', terwijl het intercept van deze as met de curve 
de waarde V ' aangeeft (I5)· Vergelijken we (12) met (2), dan zien we dat 
Δ = V'K „', В = V ·, С - Κ -,'Κ ' en D = 2K ·. Hieruit ztfn gemakkelijk 1 m,¿ ¿ m,l m.t¿ m,¿ 
de constanten in (12) op te lossen, indien de waarden van А, В, С en D be­
kend zijn: 
V / = 2A/D; К
т Д
· - 2C/DI V 2' - В, 1^^· - ¿D (l6) 
We kunnen de waarden van А, В, С en D berekenen uit de constanten in (l), 
zoals is aangegeven bij (2). Met (l6) blykt dan: 
V - 2( Vl Km,2 + V2 Km,l)/( Km,l + K m , 2 ) ' \ l = 2( Km,l Km,2)/( Km,l + K
m
, 2 ) ; 
Omdat К _ veel groter is dan К , (tabel l) geldt ook Ъц benadering: 
m,¿ m,i 
V, · = 2V,; Κ
 Ί
· - 2Κ ,; Κ ' = £κ - (ΐθ) 
1 1' т,1 т,1' т,2 " m,2 
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Fig.5 Details van de Hofstee-plots met tmtyraat 
Condities zie tabel V. De getrokken lijnen zijn berekend met de parame-
ters voor model II in tabel II. 
6a) v/S 6b) v'/S 
Fig.6 Vergelijking van de parameters in de Hofstee-plot voor model I (a) en 
model II (b) 
Verklaring in de tekst (p.93)· 
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Voor de hierna volgende bespreking zullen we het model met 2 afzonderlijke 
fosfaataeceptors met 1 'bindingsplaats (l) model I_ noemen en het model met 
1 acceptor en 2 bindingsplaatsen (12) model II» 
In tabel II en fig.7 en θ zijn de met (17) berekende parameters voor model II 
gegeven. Ook de "gedeformeerde" Hofstee-plots in aanwezi^ieid van butyraat 
blijken goed met dit model beschreven te kunnen worden (fig.5)· Definiëren 
we a = V'/V-i' en b = К „'/fi .' dan kunnen we (12) als volgt geven: 2 1 m,2 mtl ' 
ЪК









+ 2ЪК «S + S 2 
m,l m,l 




К •+ S 
m,l 
als a kleiner is dan 0,5 dan is er bjj alle waarden van b een maximum in de 
22 
v' tegen S plot en dus ook in de Hofstee-plot ν 1 tegen v'/S, Dit maximum 
blijkt dichter bij de v' as te liggen naarmate b groter is (fig.5, tabel II). 
a en b-waarden zijn aangegeven in tabel II. 
Via de aangegeven procedure (parameters van model I in (l) aan de Hofstee-
plot aanpassen en vervolgens via (17) omrekenen in de parameters van model 
II) gelukte alleen de aanpassing van de parameters bij remming door 3 mM bu­
tyraat (tabel II,fig.5)F Ьц de andere butyraatremmingen kon geen goede cur­
ve aangepast worden. Bij 3 mM (herhaling), 3,33 en 4 шМ butyraat werden К .', 
V.' en V ' grafisch uit de Hofstee-plots afgeleid zoals is aangegeven in 
(l3)-(l5) en fig.6. Een redelijke aanpassing gaf een hulpwaarde van 1000 μΜ 
voor К ', zoals fig.5 laat zien. Omdat het hier om een hulpwaarde voor 
de aanpassing gaat, heeft deze waarde in tabel II op zichzelf geen betekenis 
en is daarom tussen haakjes geplaatst, terwijl b niet is berekend. 
Uit tabel II blijkt, dat DNP geen effect had op a, terwijl butyraat een duide­
lijke concentratie-afhankelijke verlaging van a teweeg bracht (tabel II, fig.9) 
en dus V ' veel sterker verlaagde dan V. ·, wat ook blijkt uit f ig.8. 
Dit zou betekenen dat in de reacties (7)-(9) k. door butyraat sterker ver­
laagd werd dan k-. Als de fosfaatacceptor identiek is met een carrier bete­
kent dit, dat de translocatie van het complex van de carrier met 2 fosfaat­
ionen sterker geremd wordt dan de translocatie van het complex met 1 fosfaat­
ion, als de translocatiestap snelheidsbepalend is. 
96 
TABEL II 
Berekening van de waarden van К ,', V
n
', К ' en V ' voor model II uit de 
m,l ' 1 ' m,2 2 
waarden in tabel I 
а = V . ' / V ' ; b = К ' Д ' . Κ , ' en К ^1 in μη, V' en Y' immoles. 
. 2 ' 1, m,2 ' m, l m,l m,2 *^ ' 1 2 
































































0 mM D 13,2 5,21 381 4,73 0,393 12,4 0,908 28,8 
0,04 D 6,05 2,25 307 2,32 0,373 7,56 1,03 50,7 
О шМ D 13,5 7,85 820 7,27 0,580 8,87 0,926 60,6 
0,06 Б 2,45 1,08 30,0 1,13 0,441 37,6 1,05 12,3 
О mM В 13,7 3,27 148 3,27 0,239 22,1 0,999 10,8 
3 В 7,05 2,27 156 1,03 0,322 6,60 0,452 22,1 
О шМ В 15,3 9,01 143 7,19 0,589 50,2 0,798 9,36 
3 (herh.) 12,8 6,00 (ЮОО) 2,5 0,470 0,420 
О тМ В 9,20 5,24 58,1 6,53 0,5б9 109 1,21 6,32 
3,33 В 13,5 4,26 (1000) 1,7 0,316 0,399 
О шМ В 29,2 4,96 495 3,58 0,170 7,24 0,722 17,0 
4 В 8,27 1,64 (ЮОО) 0,4 0,198 0,244 
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ν'/к .· 1' m,l 
- — - ^ -0,4 
-0,2 
0,02 0,04 0,06 
mM DNP 
Fig.7 Het effect van verschillende 
n
 ¿- DHP-concentraties op V
Ί
,
, К .', 
U,D
 r
 1' m,l 
ν,'/Κ ' en V ' volgens model II 1 m, 1 2 
Gegevens uit tabel II, bijzon­
















, 1 ' 
TT ' 









* _ * 
• χ -
Fig.e Het effect van verschil­
lende butyraatconcen-
traties op V', Κ ', 
V '/К · en V ' volgens 1' m,l ¿ 
model II 
Gegevens uit tabel II, 









pig.9 Het verband tussen a (V„/V, Ъу model II) 
en de butyraatconcentratie 
Gegevens van tabel II. 
2 4 
шМ butyraat 
Omdat alle a-waarden in aanwezigheid van butyraat onder de 0,5 lagen, ver­
toonden de Hofstee-plots een maximum. Bij hogere substraatconcentraties -
voorbij het maximum - onderging de Hofstee-plot een kromming naar beneden in 
de richting van de v' as, die des te sterker was, naarmate a lager was (zie 
fig.5 en vergelijk tabel II). Effecten op b zijn met deze gegevens niet te 
achterhalen vanwege de grote spreiding in de aangegeven waarden (tabel II). 
Wel is te zien dat Ъц de blanco b gemiddeld een waarde van ongeveer 20 had 
en dit betekent, dat zodra één van de bmdingsplaatsen op het acceptormole-
cuul (of de carrier) is bezet, de affiniteit voor de overgebleven bmdings-
plaats beduidend kleiner is - onverschillig welke van de twee bmdingsplaat-
sen Ъц de binding van het tweede ion betrokken is - wat erop wijst dat de 
beide bindingsplaatsen dicht bij elkaar zitten waardoor interactie optreedt. 
Vergelijking van model I en II 
Vergelijken we f ig.7 en 8 met respectievelijk fig.l en 2, dan zien we dat de 
effecten van BNP en butyraat Ъц de beschrijving met model II identiek zijn 
met die bij de beschrijving met model I. Het enige verschil is dat model II 
een beschrijving kan geven van het effect van butyraat op V ' (fig.8), wat 
bij model I onmogelijk bleek. Een ander verschil is, dat volgens model I V. 
werd beïnvloed door de prémcubatie (tabel l) en V_ niet; volgens model II 
werden ze beide beïnvloed (tabel II) maar V ' in mindere mate. Men zou dit 
kunnen verklaren door aan te nemen dat naast carrier met twee fosfaatbin-
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dingsplaatsen ook carrier met één bindingsplaats werd geïnduceerd, zodat 
V.* sterker toenam dan V'. De pH-afhankelijkheid (hier niet weergegeven) 
was volgens model II hetzelfde als volgens model I (zie hoofdstuk 3)» zowel 
V- en V„ alsook V.' en V ' vertoonden onderling dezelfde pH-afhankelijkheid. 
Вц model I kan men dit verklaren door aan te nemen dat de type 1 en 2 car­
rier beide dezelfde protoneerbare groep hebben, welke essentieel is voor 
het transport. Bij model II moet men aannemen dat er naast een identieke 
tweede fosfaatbindingsplaats ook een identieke tweede protoneringsplaats 
is, wil men bij het type 2 transport (met twee fosfaationen) ook een elec-
troneutraal carrier-fosfaat complex door de membraan laten diffunderen (ver­
gelijk het transportmodel van hoofdstuk 3)· Dit leidt tot theoretische conse­
quenties t.a.v. de pH-afhankelijkheid, welke moeilijk te overzien zijn. 
Samenvatting 
Volgens de analyse met model II waren de effecten van DNP en butyraat het­
zelfde als volgens model I, alleen is met model II de analyse van het type 
2 transport in aanwezigheid van butyraat wel mogelijk. Type 1 transport be­
tekent bij dit model het transport van 1 fosfaation en type 2 het transport 
van 2 fosfaationen. Volgens dit model bleek nu de maximale opnamesnelheid 
bij het type 2 transport - bij de analyse volgens model II aan te geven met 
V ' - veel sterker geremd te worden dan V, '. Verder was er volgens dit mo­
del slechts een gradueel verschil in het effect van de préincubatie op V.' 
en V '; beide namen toe bij langere préincubatie, maar V.· wat sterker dan 
V '. Dit kan verklaard worden door aan te nemen dat carriers van het type 1 




De invloed van verschillende préincubatietijden in aanwezigheid van glucose 
en fosfaat op de waarden van К ., V., К „ en
 л
 volgens model I r
 m,l' 1' m,2 2 
t$<¡ gist werd 1 dag uitgeput door aëratie in 0,1 M Na-succinaat buffer pH 4»5 
met 39 mK (NH.)„S0 en 10 mM KCl. Na lx wassen in dit medium werd 1$ gist ge-
durende verschillende tijden (t„ ) onder stikstof gepréincubeerd in aanwe-
zigheid van 3 πίΜ KHpPO. en У/о glucose, waarna nog gedurende verschillende 
tijden (t _ ) werd gepréincubeerd in aanwezigheid van 3% glucose zonder fos-
faat. Hierna werd de fosfaatopname bepaald met 0,9$ gist en 1, 3» 10, 30, 
100, 300, 1000, 3000 en 10 000 ¿дМ KHpPO Temperatuur 250C. De totale tijd 
van préincubatie (t, ,) is de som van t_ en t . (in min.). V, en Y_ in 
* _1 _1 ^0"'' ^08 gì-V-C ^ ' 1 2 
mmoles.min .kg (drooggewicht), К _ en К in ¿дМ. 
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De invloed van DNP 0,03, 0,04 en 0,06 mM op de waarden van К
 л
, V., К _ 
' ' * ' * m,l' 1* m,2 
en V,- volgens model I 
Condities zie tabel III, t f = 120, t . = 60. Fosfaatopname na 6 minuten 
extra incubatie met renmer of buffer (als blanco). Bij 0,04 иМ DNP werd de 
gemiddelde ν van 3 waarnemingen gebruikt. De gegevens in één kolom zijn 
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afkomstig van hetzelfde experiment. 
DKP concentratie 0,03 mM 0,04 mM 0,06 шМ 
BLANCO 
m , l ' 
s . е . , (/о) 




s.е., ( Я 
V 2 , m 
s .e . , (?? . ) 
1000VKm,2 
V V 1 
d . f . 
DNP 
К - , m 
m , l ' 
з.е.,(Я 
V 1 , m 




η , 9 ' m 
г . е . 
V 2, m 
s . e . , ( 
1000VKm,2 




























































































Do invlood van 3» 3»33 un 4 шМ butyraat op do waardon van Κ , V,, К 
πι j χ χ m • с, 
en V volgens model I 




Κ ,. m 
m,!' 
s.е., (/о) 
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I n h i b i t i e t o e t s e n bij t a b e l IV (model i ) 
V en К zijn V en К geremd, t e s t 1; V t e g e n V, t e s t 2; К t e g e n К , t e s t 3; 
m m o > ' m m ' 
A t e g e n В, A = KV, B = K V . Overige symbolen z i e de l i j s t v o o r i n d i t p r o e f ­








DKP 0,04 шМ 
1 
2 






















































































conclusie type remming 
V, = V geen remming 
m,l m,l 
V^< V niet-competitief 
Km,2 = Km,2 
V < V oncompetitief 
K
™ !< Κ 1 m,l m,l 
vt/K+ , = ν
Ί
/κ . 
1' m,l 1' m,l 
Vp< V 2 niet-competitief 
K
m,2 = Km,2 
V. < V- gemengd 
K
m,l < Km,l 
1' m,l 1' m,l 
V2<V 2 gemengd 
KI < К 
m,2 m,2 
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Inhibitietoetsen Ъц аЪеІ 
TABEL VII 






BUTYMAT 3 mM 
1 
2 




3 mM (herh.) 
1 
2 















































coiiclusae type remming 
V. < V gemengd 
K + ·,< К
 n m,l m,l 
1' ιη,Ι 1' m,l 
V +< V 1 1 
K + ,< κ +
 Ί m,l m,l 
V^/K -,<ν
Ί
/κ -1' m,l 1' m,. 
gemengd 




 Ί m,l m,l 




 Ί 5,1 πι,Ι 
competitief 
oncompetitief 
$ V+/K+ = ν,/κ 
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SAMENVATTING 
De remming van de fosfaatopname, waarbij V en К Ъеісіе dalen, kan worden toe­
geschreven aan een afname van de concentratie van de stof "Y", die werd ge­
postuleerd door BORST PAUWELS & JAGER. Y kan een algemene anionencarrier of 
een hoog^energetisch intermediair zijn, of in verband staan met de cel-pH. 
Bij remming daalt het ATP-niveau gedeeltelijk, terwijl ook de cel-pH daalt. 
Met het hier beschreven onderzoek werd aangetoond, dat bij préincubatie van 
"resting cells" met glucose, waardoor de concentratie van Y naar men mag 
aannemen verhoogd wordt, V en К 'beide stijgen (hoofdstuk 2). Tegelijkertijd 
is de cel-pH gestegen, terwijl er geen corresponderend effect op het ATP-ni­
veau is. 
In hoofdstuk 5 wordt beschreven dat de pH in het medium een ander effect heeft 
dan de pH in de cel. Bij verhoging van de medium-pH nam V af en К nam enigs­
zins toe. De pH-afhankelijkheid van de type 1 en 2 fosfaatopname bleek hetzelf­
de te zijn; type 1 is een transportsysteem met hoge affiniteit, type 2 een sys­
teem met lage affiniteit. De effecten van de pH in het medium en in de cel kun­
nen worden beschreven met een model waarbij de carrier in geprotoneerde vorm het 
1-waardige fosfaation door de membraan transporteert en in ongeprotoneerde vorm 
weer door de membraan teruggaat. Fosfaat wordt opgenomen doordat het metabolis­
me de cel-pH handhaaft. Daling van de cel-pH o.i.v. zure remmers geeft in dit 
model een verklaring voor de daling van V en К , zodat Y niet zozeer een stof 
is, als wel een functie van de cel-pH. 
In hoofdstuk 4 kon de mogelijkheid worden uitgesloten, dat Y een aspecifieke 
anionencarrier is, met affiniteit voor het fosfaation en het DNP-ion, omdat 
hoge concentraties van dit ion in het medium geen effect op de fosfaatopname 
bleken te hebben. 
In hoofdstuk 5 werd aangetoond, dat o.i.v. lage boterzuurconcentraties V en К 
worden verhoogd evenals het ATP-niveau i.v.m. een stimulering van de glycolyse. 
In hoofdstuk 6 werd waarschijnlijk gemaakt, dat Y geen hoog-energetisch interme­
diair is, omdat DCCD - een oligomycine-analogon-anaëroob niet remt en aëroob wel. 
In hoofdstuk 7 werd aangetoond, dat de type 1 en 2 opname op dezelfde manier ge-
remd worden door DNP. De type 2 fosfaatopname bleek veel gevoeliger voor buty-
raat te zijn dan de type 1 opname. Er wordt een alternatief model voor de ge-
lijktijdige type 1 en 2 fosfaatopname gegeven. 
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SUMMAEY 
Inhibition of phosphate uptake by baker's yeast, with a decrease in both V 
and К , can be attributed to a decrease in the concentration of the hypothe­
tical compound "Y", which has been postulated by BORST PAUWELS ά JAGER. Y may 
be a general anion carrier, a high-energy intermediate, or may be related 
with the cellular pH. In the presence of inhibitors of phosphate uptake, the 
ATP-level is partly decreased and the cellular pH is also decreased. 
In the present study it has been shown (chapter 2) that by preincubating res­
ting yeast cells with glucose - which presumably brings about an increase in 
the concentration of Y - both V and К increase. This in turn is accompanied by 
an increase in cellular pH, whereas no such effect is seen in the ATP-level. 
In chapter 3 it has been shown that the pH of the suspension medium has a 
different effect on phosphate uptake than is exerted by the cell pH. An in­
crease in the pH of the medium caused a decrease in V and a small increase in 
К . The dependence of phosphate uptake upon the pH of the medium (as far as V 
is concerned) is the same with type 1 and type 2 uptake; type 1 is a high affi­
nity system, type 2 a system with low affinity. The effects by the pH of the 
medium and the pH of the cell can be described in the terms of a transport 
model with a carrier. This carrier in the protonated form can translocate the 
dihydrogen phosphate anion from the exterior to the interior. In unprotonated 
form the free carrier is translocated in the opposite direction. Uptake of 
phosphate is dependent on the metabolic maintenance of the cellular pH. 
According to this model the decrease of both V and К in presence of acidic 
inhibitors is caused by a decrease in cell pH. 
In chapter 4 "the possibility of Y being a general anioncarrier with affinity 
for both the phosphate and the dinitrophenolate anion could be excluded, as 
high concentrations of the latter in the medium had no effect on transport. 
In chapter 5 it has been demonstrated that at low butyrate concentrations 
both V and К are increased, together with the ATP level as a consequence 
of a stimulation in glycolysis. 
In chapter 6 some evidence is presented against the hypothesis of Y being a 
hi^i-energy intermediate. DCCD - an oligomycin-analogue - had no effect on 
anaerobic phosphate uptake, whereas aerobic uptake was inhibited. 
As was seen in chapter 7» "type 1 and 2 phosphate uptake are inhibited in the 
same way by DNP. The type 2 uptake appeared to be much more sensitive to buty­
rate. An alternative model for the simultaneous type 1 and 2 uptake is given. 

I 
De buis van Wolff induceert niet, zoals BOYDEK (I924) aarmecmt, do vorming 
van cloacale diverticula bij de kip en de eend. Deze uitstulpingen groeien 
zelfstandig uit, zowel bij anphibia (O'CONNOR, 1940) ala bij de kip (МАТЕРКА, 
1962). 
E.A.BOYDEN, J.Exper.Zool., 40 (1924) 437. 
MATEJKA, Csl.Morfol., 9 (1961) 144; Exc.Medica, 16 (1962), abstr.no.l457. 
R.J.O'CONNOR, J.Anat., Lond., 74 (l940) 301. 
II 
Het Trendelenburgpreparaat voor het aantonen van perifere vasoconstrictie 
is veel langer houdbaar als m.b.v. dextraan (in Tyxode) een osmotische druk 
analoog aan de normale colloïdosmotische druk wordt opgebouwd. Het preparaat 
is dan bovendien geschikt om vasodilatatie aan te tonen. 
III 
Bij het quantitatief aantonen van NAD- of NADP-gekoppelde dehydrogenase m.b.v. 
tetrazoliumzouten zonder vervangende electronencarrier (b.v. phenazine metho-
sulfaat ) is het mogelijk dat de NAD- of NADP-diaphorase-activiteit een beper-
2 
kende factor is b\j de electronenoverdracht. 
1. M.M.NACHLAS, S.J.MARGULIES, J.D.GOLDBERG en A.M.SELICMAN, 
Anal.Biochem., 1 (i960) 317· 
2. M.VAN WIJHE, M.C.BLANCHAER en W.R.JACYK, 
J.Histochem. & Cytochem., 11 (1963) 505. 
IV 
Afname van de gemeten protonenefflux uit anaërobe metaboliserende gist o.i.v. 
DNP behoeft niet te wijten te zijn aan een remming van de protonenproductie, 
maar kan ook veroorzaakt zijn door een toename van de protonengeleidbaarheid 
van de gistcelmembraan. 
J.C.RIEMERSMA, Dissertatie, Leiden, I964. 
V 
Een verplichte toepassing van de beginselen der eugenetiek bij de mens is in 
strijd met de verklaring over de rechten van de mens. 
VI 
Een geneesmiddel dat een mogelijke vruchtbeschadiging teweeg brengt en dat 
niet van vitaal belang is, mag niet gepresenteerd worden met zwangerschap 
als contraïndicatie, maar moet niet op de markt gebracht worden. 
VII 
Als alle Nederlanders straks een eigen "nummer" krijgen, moet het mogelijk 
zyn te registreren wanneer geneesmiddelen, die alleen op recept verstrekt 
worden, door vrouwen in de vruchtbare leeftijdsgroep worden gebruikt. 
Als bij pasgeborenen en miskramen een routine-onderzoek wordt verricht met 
meldingsplicht kunnen deze gegevens door een speciale dienst van Volksge-
zondheid in verband gebracht worden met de geregistreerde gegevens over de 
medicatie en kunnen verdachte combinaties snel gesignaleerd worden. 
P.L.M.HUIJGEN 15 juni 1972 


